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略語一覧 
 
AP  Alkaline Phosphatase 
BCCP  Biotin Carboxyl Carrier Protein 
BFP  Blue Fluorescent Protein 
BPL  Biotin Protein Ligase 
BSA  Bovine Serum Albumin 
CBB  Coomassie Brilliant Blue 
CV  Coefficient of Variation 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic Acid 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
GFP  Green Fluorescent Protein 
GMA  Glycidyl Methacrylate 
GST  Glutathione-S-Transferase 
IPTG  Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside 
MBP  Maltose Binding Protein 
NBT  Nitroblue Tetrazolium 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
QCM  Quortz Crystal Microbalance 
SAM  Self-Assembled Monolayer 
SPR  Surface Plasmon Resonance 
TOF-MS Time-of-Flight Mass Spectrometry 
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論文要旨 
 
イムノセンシングは、抗原抗体反応を利用した分析技術であり、生体成分等を対
象とした分析に幅広く活用されている。このイムノセンシングでは、一般に抗体を
固相基板上に固定化する必要があり、この抗体の固定化が分析性能に大きな影響を
及ぼすことが知られている。そこで、本研究では、高感度なイムノセンシング系の
構築を目指し、特殊な酵素反応系と抗体結合タンパク質を組み合わせた、固相基板
上への抗体固定化技術の開発を行った。具体的には、古細菌 Sulfolobus tokodaii 由
来のビオチン化酵素反応系と、黄色ブドウ球菌由来の抗体結合タンパク質である
Protein Aの抗体結合ドメイン（Z-domain）を利用した。S. tokodaii 由来の同酵素反
応系は、ビオチンリガーゼ（BPL）がビオチン化された基質タンパク質（BCCP）
と非常に安定な複合体を形成するという性質を有している。本研究では、この特性
を活用して Z-domain を固相基板上へ固定化し、それを介して抗体を固定化する技
術の開発を行った。 
 まず、高感度なイムノセンシング系を簡便に構築することを目的として、一段階
のビオチン化反応に基づいた抗体固定化技術の開発を行った。具体的には、遺伝子
工学的手法を利用して、Z-domain と BCCP を連結した融合タンパク質（Z-BCCP）
を作製し、その融合タンパク質を、ビオチン化反応を介して固相基板上へ固定化す
る技術の開発を行った。ここでは、固相基板として水晶発振子マイクロバランス
（QCM）法のセンサーチップを利用し、その振動数変化から基板上へのタンパク
質の結合量を評価した。ビオチン化反応に基づいて Z-BCCP を固定化した QCM セ
ンサーチップ上に、抗体を添加したところ、顕著な振動数の低下が見られ、さらに
抗原の添加に伴い再び大きな振動数の低下が見られた。これより、本手法を利用し
てセンサーチップ上に、抗体を捕捉し、抗原抗体反応を検出できることがわかった。
さらに、本手法の有用性を評価するために、抗体を直接センサーチップ上に物理吸
着させた系との比較を行った。その結果、本手法を利用した系の方が、10 倍以上
大きなレスポンスの変化を示し、本手法を利用してより高感度なイムノセンシング
系を構築することが可能であることを示すことができた。 
 次により高感度なイムノセンシング系を構築することを目的として、多段階のビ
オチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発を行った。ここではまず Z-domain
の両端に BCCP と BPLを連結した融合タンパク質（BCCP-Z-BPL）を用いた技術の
開発を試みた。BCCP-Z-BPL は、その分子内に会合ユニット１セット有するため、
BPLを固定化した基板上に、この融合タンパク質を連続的に添加し、多段階的にビ
オチン化反応を行うことにより、基板上で Z-domain のポリマーを形成できるもの
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と考えた。実際に、この融合タンパク質を作製し、基板上で同タンパク質のポリマ
ーを固定化することには成功したが、そのポリマー化反応を制御することが困難で
あることがわかった。 
そこで、次に別のアプローチによる Z-domain のポリマー化を試みた。ここでは、
BPL二分子を連結した BPLダイマーと、Z-domain の両端に BCCP を連結した融合
タンパク質（BCCP-Z-BCCP）を利用した。この系では BPLを固定したセンサーチ
ップ上に、BCCP-Z-BCCP と BPLダイマーを交互に添加することにより、基板上に
Z-domain のポリマーを、その重合度を制御して固定化できるものと考えた。実際
に BPL を固定化した表面プラズモン共鳴（SPR）法のセンサーチップ上に両タン
パク質を段階的に添加し、そのレスポンスの変化を観察したところ、両タンパク質
の添加に伴い、各段階で SPR シグナルの増大が観察された。これより期待通り、
BCCP-Z-BCCP と BPL ダイマーを利用して、Z-domain のポリマーを任意の重合度
でセンサーチップ上に固定化できることがわかった。さらに、このセンサーチップ
に対して、抗体及び抗原を添加すると顕著な SPR シグナルの増大が観察され、イ
ムノセンシング系として活用できることも確認できた。現段階ではまだ Z-domain
のポリマー化に伴う検出感度の増大効果は限定的であるが、今後、実験系の最適化
を行うことにより、非常に高感度なイムノセンシング系を構築することも可能であ
ると考えられる。さらに、本技術は、他のタンパク質の固定化にも適用できる新規
なアプローチであるため、学術的にも価値の高い研究であると言える。 
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第 1 章 序論 
 
1-1 イムノセンシング 
 イムノセンシング（Immunosensing）とは、私たち哺乳動物の体内で生産され
る抗体を用いた分析技術の総称で、免疫学的測定法（イムノアッセイ、
Immunoassay）とも呼ばれている技術である。哺乳動物の体内に病原体が侵入し
た場合、B細胞より抗体が生産され、その抗体が病原体に結合する。その後、病原
体を認識した抗体に対してキラーT細胞が結合し、病原体の排除および不活性化を
引き起こす。このような免疫システムを獲得免疫と言う。生体防御機構である免疫
システムは、自然免疫と獲得免疫という 2種類が存在する。貪食細胞である好中球
やマクロファージによって排除する場合を自然免疫と言い、自然免疫で排除されな
かった病原体に対して特異的に結合する抗体を生産し排除する場合を獲得免疫と
言う。この獲得免疫より生産された抗体は、非常に高い分子認識能力を有している
ため、ある特定の物質、つまり抗原と特異的に結合する性質がある。 
イムノセンシング（イムノアッセイ）は、このような抗体の持つ高い分子認識能
力を利用した分析技術で、病原体の検知、健康診断、環境モニタリングなど様々な
分野で活用されている技術である。イムノアッセイには様々なフォーマットがある
が、特に高感度なアッセイ系を構築するには、まず固相基板上に抗体を固定化する
必要がある。例えば、抗体を、表面プラズモン共鳴（SPR）法や水晶発振子マイク
ロバランス（QCM）法等の分子間相互作用解析装置のセンサーチップ上に固定化
し、抗原の結合に伴うシグナルの変化をモニターすることにより、抗原を直接に検
知することができる（図 1-1 A）[1-2]。 
 
 
図 1-1 抗体を固定化した固相基板を利用したイムノセンシング 
分子間相互作用解析装置を利用したイムノセンシングの例を ( A ) に示し、サンドイッチ
型の ELISAの例を ( B ) に示した。 
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また、マイクロタイタープレートのウェルに抗体を固定化することにより、医療診
断などで汎用されている、Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）を行
うことができる[3]。ELISAにも様々な手法があるが例えばサンドイッチアッセイ
と呼ばれる手法では、抗体を固定化したウェルに、抗原を含む試料を添加し、その
後、酵素を連結した抗体を添加し、抗原を挟み込むような形にする（図 1-1 B）。
その後、酵素の基質を添加し、その発色などに伴うシグナルを測定し、抗原を検知
する方法である。 
このようなイムノアッセイで要となるのが、固相基板上への抗体の固定化である。
まず、抗体の抗原に対する結合活性が測定感度に直接影響を及ぼすため、いかにし
てその抗原結合活性を保った状態で抗体を固定化できるかが鍵となる。また、分析
手法としての汎用性を考慮するならば、簡便性やコストということも重要な要素と
なる。たとえ高感度なデータ得られることが期待される抗体の固定化手法であった
としても、非常に複雑な作業工程を必要としたり、コストがかかる場合には、汎用
的な技術として活用されることはない。さらに、どのような分析系にも共通に言え
ることであるが、測定データの再現性ということも非常に重要な要素であり、再現
性良く抗原を定量できるように抗体を固定化するということも考慮に入れる必要
がある。 
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1-2 抗体結合タンパク質を利用した抗体固定化技術 
 固相基板上へ抗体を固定化する手法として様々なものが提案されているが、実際
のところ最も活用されているのは、固相基板上への非特異的な物理吸着を利用した
ものである。抗体は分子サイズの大きなタンパク質（免疫グロブリン：IgGの場合：
約 150 kDa）であり、その分子表面には様々な官能基が存在するため、例えば疎
水的なプラスチック基板上に容易に吸着する。また、センサーチップとして頻繁に
活用される金などの金属表面にも吸着することができる。このような非特異的物理
吸着を利用した抗体固定化は、簡便性には優れているが、抗体が固相基板と接触す
ることによる変性や、ランダムな固定化に伴い抗原との結合に関与できない抗体が
高い割合で存在するという問題がある（図 1-2）[4-5]。そこで、これら問題を克服
するために、これまでに間接的に抗体を固相基板上へ固定化する様々な原理に基づ
いた技術が開発されてきた[6-13]。中でも抗体結合タンパク質を利用した技術が最
も多く提案されている[14-20]。 
抗体結合タンパク質としては、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）由来
の Protein Aや連鎖球菌（Streptcoccus aureus）由来の Protein G が良く知られ
ている[21-24]。これらのタンパク質は、哺乳動物が産生する IgG 等の抗体に特異
的に結合することができる。これら抗体結合タンパク質の抗体に対する結合親和性
は、抗体を産生する動物種や抗体のサブクラスによって異なり、例えば Protein A
の場合、マウスの IgGや、ヒトの IgG1、IgG2、IgG4に強く結合することが知られ
ている。Protein Gの抗体に対する結合特異性は Protein Aと異なる場合が多く、
両者は相補的に用いられている。 
黄色ブドウ球菌由来の Protein A は、5 つの抗体結合ドメイン（E、D、A、B、
C domain）を有しており、それぞれ単独でも抗体結合性を有することが知られて
いる[25-27]。例えば B-domain と抗体との相互作用は詳細に解析されており、両
者の複合体の立体構造解析も報告されている[28]。また B-domain に変異を加え、
抗体との結合親和性を高めた Z-domainも作製されており、この Z-domainは IgG
の Fc フラグメントに対して 10 nM の解離定数で結合することが報告されている
[29-31]。 
 
図 1-2 非特異的な物理吸着を利用した固相基板上への抗体の固定化 
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また Z-domain は 58 個のアミノ酸残基からなるコンパクトな構造を有しており
（図 1-3 A）、その取扱いが容易であることから、抗体を捕捉するユニットとして
汎用されている[32]。 
また Protein Aや Protein Gは単に抗体に結合するだけなく、抗体の定常領域に
結合するという特性を有している（図 1-3 B）。したがって、これらのタンパク質
を介して抗体を固相基板上に捕捉した場合、抗原の捕捉に関与する可変領域はその
ままの状態で保たれるため、抗原に対する結合活性は維持されることになる。実際
に金基板上に自己組織化単分子膜（SAM 膜）を形成させ、そこに抗体結合タンパ
ク質を固定化し、それを介して抗体を捕捉してイムノセンシング系として活用した
例（図 1-4 A）や、抗体結合タンパク質にシステイン残基を導入し、金基板上に直
接に抗体結合タンパク質を結合させ、それを介して抗体を捕捉してイムノセンシン
グ系として活用した例（図 1-4 B）等が報告されている[33-40]。これらの系では抗
体を直接に物理吸着させた場合よりも、測定感度の向上が見られている。 
一方で、イムノセンシング系として活用する上でもう１つ考慮すべき要素として、
抗体の固相基板上での固定化密度があげられる。抗体を固相基板上に密に固定化す
ると、抗体の抗原捕捉部位が隣接する抗体と近接し、抗原の捕捉に影響がでること
になる。抗体の抗原検出能を最大限に引き出すには、適度な間隔を空けて抗体を固
相基板上に固定化するということも必要となってくる。また、抗体の固定化量をコ
ントロールするという観点は、再現性の高いデータを取得するという点においても
重要な要素となる。 
 
 
図 1-3 抗体結合タンパク質 Z-domainの立体構造 
Z-domainの構造を ( A ) に示し、IgG定常領域との複合体構造を ( B ) に示した。 
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図 1-4 抗体結合タンパク質を利用した固相基板上への抗体の固定化例 
自己組織化単分子膜（SAM膜）を介して固定した抗体結合タンパク質を利用した系を( A ) 
に示し、システイン残基を介して固定した抗体結合タンパク質を利用した系を ( B ) に示
した。 
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1-3 三次元的な抗体固定化技術の開発 
現在、汎用されているイムノセンサーでは、抗体が一層だけ固定化されたセンサ
ー基板が一般に活用されている。これは簡便かつ低コストでイムノセンサー系を構
築できるためである。しかし、抗体を基板上に一層だけでなく、三次元的に固定化
することができれば、基板上での抗体の分子数が増大し、結果的に検出感度の増大
に繋がるものと考えられる（図 1-5）。実際近年、イムノセンシング系の検出感度
の増大を目的として、基板上への抗体の三次元的な固定化技術が提案されている
[41-42]。例えばポリアクリル酸やデキストラン鎖等のポリマー鎖を固相基板上に
固定化し、それらに直接抗体を固定化する技術[43-45]や、ポリマー鎖に抗体結合
タンパク質を固定化し、それを介して抗体を固定化する技術[46]などが報告されて
いる。また、様々な修飾を施したポリマー鎖も活用されている。例えば glycidyl 
methacrylate（GMA）と oligo(ethylene glycol)methacrylate あるいは GMA と
3-[Dimethyl-[2-(2-methylprop-2-enoyloxy) azaniumyl] propane-1-sulfonateを反
応させることにより、親水性を付与すると共に反応性の官能基を導入したポリマー
鎖を固相基板上に作製し、それを利用して抗体を固定化し、イムノセンシング系と
して活用した例が報告されている[47-48]。 
 
 
図 1-5 単層的な抗体の固定化（A）と三次元的な抗体の固定化（B） 
 
 
三次元的に抗体を固定化し、固相基板上に存在する抗体分子の数を増大させ、検
出感度を増大させることは可能であるが、実用的な技術として活用する上でいくつ
かの課題がある。まず非特異的な吸着である。三次元的な固定化では抗体を固定化
するためにポリマーの担体が活用されるが、その担体への生体サンプルの非特異的
な吸着がしばしば問題となっている。したがって、必要最小限の担体を使用して抗
体を三次元的に固定化できる技術が望ましいと考えられる。もう 1つの課題は、抗
体の固定化量の制御である。先の単層的な抗体固定化系でも述べたように、あまり
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にも抗体の固定化密度が高すぎると、立体障害により逆に検出感度が低下すること
になる。したがって、抗体やポリマー鎖が密集した環境となる三次元的な固定化系
では、より厳密に抗体の固定量（環境）を制御することが必要となる。上で述べた
ポリマー担体を利用した固定化系において抗体の固定化量を制御するには、まずそ
れらポリマー担体の重合度そのものを制御する必要がある。さらにポリマーへ抗体
結合タンパク質あるいは抗体を結合する段階においてもそれらの反応を制御する
必要があり、現状では抗体の固定化量を完全に制御することは困難な状況にあると
言える。また、固定化量の制御は、再現性良くデータを取得する上でも非常に重要
な要素である。ポリマーの重合やそれらへの抗体の固定化量が毎回異なれば、再現
性の高いデータを得ることは困難である。 
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1-4 本研究の目的 
 本研究では、高感度なイムノセンシング系の構築に活用可能な、固相基板上への
抗体の新規な固定化技術の開発を目的とし研究を進めた。この目的のために本研究
ではある特殊な性質を有する酵素反応系を活用し、その酵素反応系を利用して、固
相基板上に抗体結合タンパク質である Z-domainを固定化する技術の開発を行っ
た。 
本研究で活用した酵素反応系は、古細菌の Sulfolobus tokodaii 由来のビオチン
化酵素反応系である[49]。ビオチンとは水溶性ビタミンの一種（ビタミン B7）で、
生体内ではアセチル CoA カルボキシラーゼやピルビン酸カルボキシラーゼ等の代
謝系酵素の補酵素として機能している[50]。ビオチン化酵素反応は、これら代謝系
酵素にビオチンを固定化し、活性を有する酵素（ホロ酵素）を合成する反応である
[51]。このようなビオチン固定化反応を触媒する酵素が、ビオチンリガーゼ（Biotin 
Protein Ligase : BPL）と呼ばれる酵素である。また、代謝系酵素上で BPLによ
ってビオチンが固定化されるドメインあるいはサブユニットを、ビオチン担持タン
パク質（Biotin Carboxyl Carrier Protein : BCCP）と呼ぶ。この BPLによるビオ
チン化反応は、二段階の部分反応からなっている（図 1-6）。1段階目の反応で、ビ
オチンと ATP より Biotinyl-AMP が形成され、その後、2 段階目の反応で、
Biotinyl-AMP と BCCP のリジン残基が反応し、BCCP にビオチンが付加される。
この酵素反応は生体内で起こる最も特異性の高い、翻訳後修飾反応と呼ばれており、
例えば大腸菌の細胞内では、数千種類存在するタンパク質のうち、アセチル CoA
カルボキシラーゼの BCCP の 1 つのリジン残基にのみピンポイントでビオチンが
導入される[52]。 
 
 
 
図 1-6 ビオチンリガーゼ（BPL）によるビオチン化酵素反応 
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このビオチン化酵素反応系については、ビオチン-アビジンを利用したバイオテ
クノロジーにも活用できることからこれまでに様々な生物種由来の反応系が研究
されてきた。その結果、生物種間で交差反応性を示すなど、生物種が異なっても皆、
ほぼ同様の性質を有するということが一般的な見解であった。しかし、古細菌の
S. tokodaii 由来のビオチン化酵素反応系について調査した結果、この酵素反応系
が他の生物由来の反応系には見られない、いくつかの特性を有していることが明ら
かとなった[53]。そのうちの 1つが、酵素である BPLが、ビオチン化された BCCP
と非常に安定な複合体を形成するという性質である（図 1-7）[54]。この複合体は
非常に安定で常温付近の反応では実質、解離が起こらないことが明らかとなってい
る。この酵素反応系の生物学的な役割についてはまだわかっていないが、過去に当
研究室では、このビオチン化反応に伴う BPLと BCCP間の安定な複合体形成反応
を利用した様々な分析技術の開発に成功している[55-57]。そこで本研究では、抗
体固定化技術に活用した。 
具体的には、次に示すように、「一段階のビオチン化酵素反応を利用した抗体固
定化技術の開発」および「多段階のビオチン化酵素反応を利用した抗体固定化技術
の開発」という２つのアプローチで抗体固定化技術の開発を行った。 
 
 
 
 
図 1-7 古細菌 S. tokodaii 由来のビオチン化酵素反応の特徴 
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1-5 一段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発 
まずは簡便に高感度なイムノセンシング系を構築することを目的として、一段階
のビオチン化反応で固相基板上に抗体を固定化する技術の開発を試みた。ここでは
S. tokodaii 由来のビオチン化反応を利用して、抗体結合タンパク質の Z-domain
を固相基板上に固定化し、その Z-domainを介して配向制御して抗体を固定化する
系について開発を行った。具体的には、遺伝子工学的手法を用いて、Z-domain と 
BCCP を連結した融合タンパク質（Z-BCCP）を作製した（図 1-8）。そして、固
相基板上に BPLを固定化し、そこに Z-BCCPを添加し、ビオチン化反応を介して
Z-BCCP を捕捉した（図 1-9）。さらに Z-BCCP を捕捉した固相基板上に抗体を添
加して、Z-domainとの相互作用を利用して抗体を捕捉するという戦略である。こ
の系では抗体分子はその定常領域で捕捉され、抗原結合部位は固相基板とは反対側
に提示されることになるため、固定化された抗体は抗原に対する結合活性を維持し
ているものと考えられる。なお、Z-domainと BCCPを連結した融合タンパク質に
ついては、BCCP の N 末端に Z-domain を 1 分子連結した融合タンパク質
（Z1-BCCP）と、BCCPの N末端に Z-domainを 2分子連結した融合タンパク質
（Z2-BCCP）を作製した（図 1-8）。そして Z-domain 分子の連結数の効果につい
ても検証した。 
 
 
図 1-8  Z-domainと BCCPの融合タンパク質のドメイン構造 
  
このような抗体固定化系を実現するにはまず BPLを固相基板上へ配向を制御し
て固定化する必要がある。具体的には BCCPとの会合面の反対側で基板に接触す
るように BPLを固定化する必要がある。そこで本研究ではシステイン残基のチオ
ール基（-SH基）と金属との間の配位結合を利用した。チオール基は、金などの金
属と接触すると、その電子を金属との間で共有し結合ができることが知られている。
QCMや SPRなどの多くの分子間相互作用解析システムのセンサーチップは、表
面が金で覆われているため、本研究では金基板上に抗体を固定化することを想定し
て実験系を構築した。そこで、BPLをその配向を制御して金基板上に固定化する
ために、その変異体を作製した（図 1-10）。 
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図 1-9 一段階のビオチン化反応を利用した固相基板上への抗体の固定化 
  
具体的には、野生型の BPL には、3 つのシステイン残基が存在しているため、ま
ずこれらを他のアミノ酸残基に置換した変異体（BPL-Cys0）を作製した。その後、
BCCP との会合面の反対側に位置する残基をシステイン残基に置換した。この際、
システイン残基を 1 残基導入した変異体（BPL-Cys1）と 2 残基導入した変異体
（BPL-Cys2）の 2種類を作製し、両者を比較しながら検討を行った。 
 
 
図 1-10 変異型 BPLの作製スキーム 
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先に述べたように固相基板上に抗体結合タンパク質を固定化し、それらを利用し
て抗体を固定化する技術はすでに様々なものが提案されている。これらの技術を活
用して抗体をその配向制御して固定化することは可能であるが、抗体の固定化密度
を制御することは一般に困難である。この場合、抗体同士が近接することにより、
抗原分子を捕捉できない環境も生じ、結果的に抗原の検出感度が低下することにな
る（図 1-11）。したがって、理想的には抗体結合タンパク質を適度な間隔で固定化
し、過度な密集を避けた状態で抗体を固相基板上で捕捉することが望ましいと考え
られる。 
 
 
図 1-11 抗体結合タンパク質を利用した固相基板上への抗体の固定化 
 
 
本研究における抗体の捕捉環境
を推測するために、Z-BCCPと BPL
の複合体のモデル構造を作製し、そ
れを固相基板上に配置させた。その
際に得られたモデル構造を図 1-12
に示す。これより BPL を介して
Z-BCCPを捕捉した場合、BPLの分
子サイズが、BCCP や Z-domainの
分子サイズよりも大きいため、
Z-domain の周辺に適度な空間が存
在することがわかる。したがってこ
の環境を利用して抗体分子を捕捉
することより、既存の系よりも密集
度を下げた状態で抗体捕捉するこ
とが可能であり、結果的に高感度な
センシングが可能になるものと考
え研究を進めた。 
  
 
図 1-12 Z-BCCP と BPLの複合体の 
モデル構造 
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1-6 多段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発 
 本研究では先に示した、簡便な一段階のビオチン化反応を利用した抗体の固定化
技術と共に、より高感度なイムノセンシング系の構築を目指して、多段階のビオチ
ン化反応に基づいた、抗体の三次元的な固定化技術の開発についても検討を行った。
具体的にはビオチン化反応により複数分子の Z-domainを固相基板上で連結し、そ
の Z-domainを含むポリマーを利用して抗体の三次元的な固定化を試みた。ここで
は次に示すように２種類の戦略で Z-domain を含むポリマーの形成について検討
を行った。 
 1つ目は、Z-domainの N末端と C末端にそれぞれ BCCPと BPLを連結した融
合タンパク質（BCCP-Z-BPL）を利用した系である（図 1-13及び 1-14）。BPLを
固定化した固相基板上へ BCCP-Z-BPLを添加し、ビオチン化反応により 1分子目
の融合タンパク質を固定化する。その後、洗浄操作を行った後に、再び
BCCP-Z-BPLを添加すると、今度は先に固定化した融合タンパク質の BPL部位に
２分子目の融合タンパク質が連結することになる。この操作を繰り返し行うことに
より、任意の重合度の Z-domainを含むポリマーを固相基板上に形成できるものと
考えた。その後、このセンサーチップ上に抗体を添加することにより、抗体を三次
元的に固定化できるものと期待して検討を行った。 
 もう 1つの手法は、架橋剤を用いて 2分子の BPLを連結した BPLダイマーと、
Z-domainの両末端に BCCPを連結した融合タンパク質（BCCP-Z-BCCP）を利用
した系である（図 1-13 及び 1-15）。この系では、BPL を固定化した基板上にまず
BCCP-Z-BCCP を添加し固定化する。その後、BPL ダイマーを添加し、先に固定
化した BCCP-Z-BCCP の末端に連結する。この操作を繰り返し行うことにより、
先の系と同様に重合度を制御して Z-domain を含むポリマーを形成することが可
能であり、それを利用した抗体の三次元的な固定化が可能であると考え、研究を進
めた。 
 
図 1-13 抗体の三次元的な固定化に活用する Z-domain 融合タンパク質のドメイ
ン構造 
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図 1-14 固相基板上への BCCP-Z-BPL融合タンパク質の固定化（A）及びそれを
利用した抗体の固定化・イムノセンシング（B） 
 
 
抗体を三次元的に固定化する手法としては先に紹介したように、合成ポリマーを
担体として利用してそこに抗体を固定化する手法が開発されているが、これらの手
法と比較した際の本手法の長所は、抗体の固定化量をコントロールできる可能性が
ある点である。本手法ではタンパク質の添加回数を調整することにより、Z-domain
を含むポリマーの重合度を原理的に制御することが可能である。したがって、固相
基板上での抗体の固定化量も制御できるものと考えられる。もう 1つの長所は最小
限の担体を利用して抗体を固定化できる点である。合成ポリマーを利用した系では、
密集したポリマー担体上に抗体を固定化することになり、抗体を固定化した後も反
応に関与していない余分なポリマー担体が基板上に存在することになる。その場合、
それら担体上への非特異的な吸着により分析精度が低下することになる。本系では、
形成した Z-domainを含むすべてのポリマーに抗体が結合することになり、またポ
リマー鎖の成長起点を制御することも可能であると考えられる。したがって、抗体
の捕捉に最適な環境を整え、余分なポリマー担体が存在しない環境でセンシングを
行うことも可能であると考えられる。そこで本研究ではこのような従来の系よりも
優れた特性を有する、抗体の三次元的な固定化技術の開発を試みた。 
  
( A ) 
( B ) 
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図 1-15 固相基板上への BCCP-Z-BCCP及び BPLダイマーの固定化（A）及びそ
れを利用した抗体の固定化・イムノセンシング（B） 
 
 
  
( A ) 
( B ) 
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第 2 章 実験方法 
 
2-1 実験に使用した試薬および装置 
使用した試薬 
 実験に使用した Rabbit由来の抗 GFP抗体、抗 GST抗体、抗MBP抗体はポリ
クローナル抗体で ROCKLAND 社製のものを使用した。発現プラスミドの作製に
用いた酵素類は、タカラバイオ社製のものを使用した。プラスミド調製キットは、
日本ジェネティクス社製の FastGene Mini Kit を使用した。アガロースゲルから
の DNA回収キットは、日本ジェネティクス社製の FastGene Gel/PCR Extraction 
Kitを使用した。TAクローニングには BioDynamics Laboratory 社製の TA PCR 
cloning kit（pTAKN-2 vector, pTAC-2 vector）を使用した。遺伝子配列に変異を
入れる際は、STRATAGENE社製の QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit
を使用した。プライマーは、ジーンデザインで合成されたものを使用した。架橋剤
である 1,6-bis maleimide hexane は、東京化成のものを使用した。その他の一般
試薬については、全て特級グレードのものを購入して使用した。これらは、表 2-1
にまとめて示した。 
 
表 2-1 使用した試薬の一覧 
種類 製品名 製造会社 
抗体 
Rabbit由来の抗 GFP抗体（ポリクローナル抗体） ROCKLAND 
Rabbit由来の抗 GST抗体（ポリクローナル抗体） ROCKLAND 
Rabbit由来の抗MBP抗体（ポリクローナル抗体） ROCKLAND 
DNA cloning
関連試薬・ 
キット類 
各種制限酵素 タカラバイオ 
FastGene Mini Kit 日本ジェネティクス 
FastGene Gel/PCR Extraction Kit 日本ジェネティクス 
TA PCR cloning kit 
BioDynamics 
Laboratory 
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit STRATAGENE 
各種プライマー ジーンデザイン 
架橋剤 1,6-bis maleimide hexane 東京化成 
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使用した装置および実験器具 
 水晶発振子マイクロバランス（Quartz Crystal Microbalance：QCM）測定には、
イニシアム社製の AFFINIX QN を使用した。またセンサーチップは、同装置専用
の基準発信周波数  27 MHz の水晶発振子を使用した。表面プラズモン共鳴
（Surface Plasmon Resonance：SPR）は、GE Healthcare社製の Biacore J を使
用した。またセンサーチップは、同装置専用の SIA Kit Auを利用した。吸収スペ
クトル測定には、日立工機製の紫外可視分光高度計 U-3300 を使用した。DNA シ
ーケンシングは、Beckman Counter社製の CEQ8000 DNA Sequencerを使用し
た。組換えタンパク質の精製には、Bio-Rad社製の中低圧液体クロマトグラフィー
装置である BioLogicDuoFlow を使用した。また精製に用いたカラム担体
DEAE-cellulose カラムと Phosphate-cellulose カラムは東ソーのものを使用し、
簡易ゲル濾過カラムは GE Healthcareのものを使用した。組換えタンパク質の分
子量測定には、PreSetive BioCystem 社製の Voyager DE-STRを使用した。和光
純薬工業株式会社製のサーマルサイクラ―Wako WK-0232 を使用した。ロータリ
ーミキサーは、ベリタス社製の DYNAL MX-1を使用した。アビジンブロット解析
の転写装置は、ATTO 社製のホライズブロット AE-6675 を使用した。走査型プロ
ーブ顕微鏡は、日立ハイテクサイエンス株式会社製の AFM5100Nを使用した。こ
れらは、表 2-2にまとめて示した。 
 
表 2-2 使用した装置および実験器具 
種類 製品名 製造会社 
分子間相互作用解析装置 
AFFINIX QN イニシアム 
Biacore J GE Healthcare 
紫外可視分光高度計 U-3300 日立工機 
DNAシーケンサー CEQ8000 DNA Sequencer Beckman Counter 
クロマトグラフィー BioLogicDuoFlow Bio-Rad 
カラム担体 
DEAE-cellulose 東ソー 
Phosphate-cellulose 東ソー 
簡易ゲル濾過カラム PD-10 GE Healthcare 
分子量測定装置 Voyager DE-STR PreSetive BioCystem 
サーマルサイクラ― Wako WK-0232 和光純薬工業 
ロータリーミキサー DYNAL MX-1 ベリタス 
ブロッティング用の転写装置 ホライズブロット AE-6675 ATTO 
走査型プローブ顕微鏡 AFM5100N 日立ハイテクサイエンス 
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2-2 各種組換えタンパク質の発現プラスミドの作製 
本研究で使用する組換えタンパク質の大腸菌系での発現プラスミドを、それぞれ以
下のように作製した。 
 
BPL-Cys0発現プラスミド の作製 
野生型 BPLの持つシステイン残基を 1残基ずつ欠損させていくことにより、シ
ステイン残基を欠損させた BPL（BPL-Cys0）の発現プラスミドの作製を行った（図
2-1）。まず野生型 BPLの 3番目のシステイン残基をグリシン残基に置換した BPL
（C3G BPL）の発現プラスミドの作製を行った（図 2-2）。具体的には、まず PCR
法を利用して、BPL の 3 番目のシステイン残基をグリシン残基に置換した DNA
断片（C3G BPL断片）を作製した。ここでは、鋳型 DNAとして BPLをコードし
た配列を持つプラスミドを使用し、プライマーは、表 2-3に示したものを使用した。
PCR法より C3G BPL 断片を増幅したのち、TAクローニングを行った。TAクロ
ーニング後に得られたコロニーを LB 培地で培養し、プラスミドの単離を行った。
そして単離したプラスミドが、TA クローニング用のベクターである pTAC-2 に
C3G BPL断片が挿入されているかどうかを制限酵素Nco IとHind IIIを用いて確
認した。さらに TAクローニングによって得られた pTA-C3G BPLの C3G BPL 配
列に変異が挿入されていないかどうか DNAシーケンスを用いて確認した。最後に
pTA-C3G BPLをインサート、pET24dをベクターとして、pET24d-C3G BPL の
作製を試みた。まず 2種類のプラスミドに対して、それぞれ制限酵素 Nco Iと Hind 
III を加え制限酵素処理を行った。その後、エタノール沈殿を行った。そして、各
反応溶液を全量用いて、アガロースゲル電気泳動法で DNA 断片の分離を行った。
電気泳動後、インサートから C3G BPL断片、ベクターからマルチクローニングサ
イトを切り取ったベクターをそれぞれ回収し、FastGene Gel/PCR Extraction Kit
を用いて、DNA 抽出を行った。その後、抽出した各 DNA 濃度を算出し、各サン
プルのモル比が 1：1になるように混合した。続けて、この混合溶液に対して、等
体積の Ligation Mighty Mix を加えて 16 ℃で一晩ライゲーション反応を行った。
ライゲーション反応後の反応溶液を用いて、大腸菌 JM109株の形質転換を行った。
ここで得られたコロニーを LB培地で培養し、プラスミドの単離を行った。そして、
単離したプラスミドに対して制限酵素 Nco Iと Hind IIIを用いて制限酵素処理を
行い、目的プラスミドかどうかを確認した。 
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図 2-1 BPL-Cys0の発現プラスミドの作製スキーム 
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図 2-2 C3G BPLの発現プラスミドの作製スキーム 
 
 
表 2-3 C3G BPL断片の作製で使用したプライマー 
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次に、C3G BPLの 204 番目のシステイン残基を欠損させた C3G C204A BPL の
発現プラスミドの作製を行った（図 2-3）。作成方法としては、QuickChange 
Site-Directed Mutagenesis Kit （図 2-4）を用いて、204 番目のシステイン残基
をアラニン残基に置換してプラスミドを作製した。具体的には、まず鋳型 DNAと
して pET24d-C3G BPL と、変異を導入したプライマーを用いて、インバース PCR
用の反応溶液を調製した。その後、PfuUltra HF DNA polymerase を添加して、
インバース PCRを開始した。プライマーは、表 2-4 に示したものを使用した。イ
ンバース PCR後に得られた反応溶液に対して、制限酵素 Dnp Iを加えて 37℃で 1
時間反応させた。次にこの反応溶液を、KL-Blue supercompetent cellsに添加し、
氷上で 30分間反応させた。その後、42 ℃で 45秒間ヒートショックを行い、2分
間氷上で放置した。2分後、あらかじめ 42 ℃で温めた NZY+ 培養液 500 µL 加え
て 37 ℃で 1 時間浸透培養した。培養後に、プレーティングを行い 37℃のインキ
ュベーターで一晩培養した。ここで得られたコロニーを LB培地で培養し、プラス
ミドの単離を行った。単離したプラスミドに対して DNAシーケンサーを用いて配
列解析を行い、BPL の 204 番目のシステイン残基がアラニン残基に置換されてい
ることを確認した。このようにして得られた、pET24d-C3G BPLの 204番目のシ
ステイン残基がアラニン残基に置換した BPL の発現プラスミドを pET24d-C3G 
C204A BPL とした。 
 
 
図 2-3 C3G C204A BPL の発現プラスミドの作製スキーム 
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図 2-4 インバース PCRを利用した発現系の作製スキーム 
 
 
表 2-4 C3G C204A BPL 断片の作製で使用したプライマー 
 
 
 
次に C3G C204A BPLを作製した時と同様の手法で、pET24d-C3G C204A BPL
の 219 番目のシステイン残基をアラニン残基に置換することにより、すべてのシ
ステイン残基を欠損させた BPL（BPL-Cys0）の発現プラスミドを作製した（図
2-5）。具体的には、まず鋳型 DNAとして pET24d-C3G C204A BPLと、変異を導
入したプライマーを用いて、インバース PCR用の反応溶液を調製した。その後、
PfuUltra HF DNA polymerase を添加して、インバース PCRを開始した。プラ
イマーは、表 2-5 に示したものを使用した。インバース PCR後に得られた反応溶
液に対して、制限酵素 Dnp Iを加えて 37℃で 1時間反応させた。次にこの反応溶
液を、KL-Blue supercompetent cellsに添加し、氷上で 30分間反応させた。その
後、42 ℃で 45秒間ヒートショックを行い、2分間氷上で放置した。2分後、あら
かじめ 42 ℃で温めた NZY+ 培養液 500 µL 加えて 37 ℃で 1 時間浸透培養した。
培養後に、プレーティングを行い 37℃のインキュベーターで一晩培養した。ここ
で得られたコロニーを LB培地で培養し、プラスミドの単離を行った。単離したプ
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ラスミドに対して DNA シーケンサーを用いて配列確認を行い、BPL の 204 番目
のシステイン残基がアラニン残基に置換されていることを確認した。得られた
BPL-Cys0の発現プラスミドを pET24d-BPL-Cys0とした。 
 
 
図 2-5 BPL-Cys0の発現プラスミドの作製スキーム 
 
 
表 2-5 BPL-Cys0 断片の作製で使用するプライマー 
 
 
 
BPL-Cys1の発現プラスミドの作製 
 本研究では、水晶発振子マイクロバランス法や表面プラズモン共鳴法のセンサー
チップ上に足場として BPL を固定化する必要があった。そこで、まずセンサーチ
ップ上へ固定化するための変異型 BPL の発現プラスミドの作製を行った。具体的
には、BPL-Cys0 の 151 番目のアスパラギン残基をシステイン残基に置換した
BPL-Cys1 の発現プラスミド（pET24d-BPL-Cys1）の作製を行った。作製方法と
しては、まず二段階 PCR法を利用して BPL-Cys1をコードする DNA断片の作製
を行った（図 2-6）。プライマーは表 2-6の 4種類のプライマーを使用した。BPL-F4
と BPL-B4 のプライマーは、それぞれ 151 番目のアスパラギン残基の塩基配列を
システイン残基の配列に置き換え、さらに互いのプライマーがオーバーラップする
ように設計した。まずは、鋳型DNAをpET24d-BPL-Cys0とし、BPL-F1とBPL-B4
から作製される DNA断片と、BPL-F4と BPL-B1から作製される DNA断片をそ
れぞれ PCR 法で作製した。次に得られた各 DNA 断片をアガロースゲル電気泳動
法で分離し、目的断片のゲルを回収した。そして、FastGene Gel/PCR Extraction 
Kitを用いて、DNA抽出を行った。DNA抽出後、回収した各 DNA断片を用いて
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アニーリングを行った。アニーリングには、各 DNA断片を 1：1の割合で混合し、
そこへ ExTaq Bufferと dNTP mixを加え、さらに滅菌水を添加し総体積が 100 µL
になるように調製した。調製後、アニーリングを行った。アニーリングは、95 ℃
で 5 分間熱変性をした後、1 時間かけて 30℃までゆっくり温度を下げて行った。
アニーリング後、Ex Taq を添加し 72℃で 5分間、伸長反応を行った。このような
操作手順で、BPL-Cys1断片を作製した。続いて、BPL-Cys1断片を鋳型 DNAと
し、BPL-F1と BPL-B1の 2種類のプライマーを用いて、PCR法より、BPL-Cys1
断片の増幅を行った。ここで得られる BPL-Cys1断片を用いて、TAクローニング
を行った。TA クローニング後に得られたコロニーを LB 培地で培養し、プラスミ
ドの単離行った。次に単離したプラスミドを用いて、BPL-Cys1断片が TAクロー
ニング用ベクターに挿入されているかどうかについて制限酵素 NcoI と Hind III
を用いて確認を行った。また TA クローニングによって得られた pTA-BPL-Cys1
の BPL-Cys1配列に変異が挿入されていないことを、DNAシーケンスを用いて確
認した。最後に、pTA-BPL-Cys1 をインサート、pET24d をベクターとして、
pET24d-BPL-Cys1の作製を試みた。まず 2種類のプラスミドに対して、それぞれ
制限酵素 Nco Iと Hind III を加え制限酵素処理を行った。その後、エタノール沈
殿を行った。そして、各反応溶液を全量用いて、アガロースゲル電気泳動法で DNA
断片の分離を行った。電気泳動後、インサートサンプルから BPL-Cys1 断片、ベ
クターサンプルからマルチクローニングサイトを切り取ったベクターを回収し、
FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて、DNA抽出を行った。その後、抽出
した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル比が 1：1 になるように混合した。
続けて、この混合溶液に対して、等体積の Ligation Mighty Mix を加えて 16℃で
一晩ライゲーション反応を行った。ライゲーション反応後の反応溶液を用いて、大
腸菌JM109株の形質転換を行った。ここで得られたコロニーをLB培地で培養し、
プラスミドの単離を行った。そして、単離したプラスミドに対して制限酵素 Nco I
とHind IIIを用いて制限酵素処理を行い、目的プラスミドであることを確認した。 
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図 2-6  BPL-Cys1の発現プラスミドの作製スキーム 
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表 2-6 BPL-Cys1断片の作製で使用したプライマー 
 
 
 
BPL-Cys2の発現プラスミドの作製 
 センサーチップ上に固定化する BPL に関して、システイン残基の導入数が増え
ることで基板上への固定化効率が向上することが報告されている。そこで、
BPL-Cys1 にシステイン残基を 1 残基追加した BPL-Cys2 を作製し、本手法にお
いてもシステイン残基の導入数の増加に伴い、固定化効率が増大するかどうかにつ
いて検討を試みるため、ここではまず BPL-Cys2 の発現プラスミド
（pET24d-BPL-Cys2）を作製した（図 2-7）。作製手順としては、鋳型 DNAとし
て pET24d-BPL-Cys1 と、変異を導入したプライマーを用いて、インバース PCR
用の反応溶液を調製した。その後、PfuUltra HF DNA polymerase を添加して、
インバース PCRを開始した。プライマーは、表 2-7 に示したものを使用した。イ
ンバース PCR後に得られた反応溶液に対して、制限酵素 Dnp Iを加えて 37℃で 1
時間反応させた。次にこの反応溶液を、KL-Blue supercompetent cellsに添加し、
氷上で 30分間反応させた。その後、42 ℃で 45秒間ヒートショックを行い、2分
間氷上で放置した。2分後、あらかじめ 42 ℃で温めた NZY+ 培養液 500 µL 加え
て 37 ℃で 1 時間浸透培養した。培養後に、プレーティングを行い 37℃のインキ
ュベーターで一晩培養した。ここで得られたコロニーを LB培地で培養し、プラス
ミドの単離を行った。単離したプラスミドに対して DNA シーケンサーを用いて
BPL の 204 番目のシステイン残基がアラニン残基に置換されていることを確認し
た。DNAシーケンサーの結果より、pET24d-BPL-Cys1の 152番目のアルギニン
残基がシステイン残基に置換したプラスミドを pET24d-BPL-Cys2とした。 
30 
 
 
図 2-7  BPL-Cys2の発現プラスミドの作製スキーム  
 
 
表 2-7 pET24d-BPL-Cys2の作製で使用したプライマー 
 
 
 
コントロール用 Z-domain融合タンパク質の発現プラスミドの作製 
ここでは本手法と既存の抗体固定化法を比較するために、コントロールとして、
Z-domainを 2分子連結し、さらにその C末端にシステイン残基を 2残基連結した
融合タンパク質（Z2-Cys）を利用した。そこで、その融合タンパク質の発現プラ
スミド（pET21a-Z2-Cys）の作製を行った（図 2-8）。具体的には、まず PCR法を
利用して、抗体結合タンパク質 Z-domain の C 末端にシステイン残基を 2 残基追
加した DNA断片（Z-Cys 断片）を作製した。ここでは、鋳型 DNAとして Z-domain 
をコードした配列を持つプラスミドを使用し、プライマーは表 2-8に示したものを
使用した。PCR 法より Z-Cys 断片を増幅したのち、TA クローニングを行った。
TA クローニング後に得られたコロニーを LB 培地で培養し、プラスミドの単離を
行った。そして単離したプラスミドが、TA クローニング用のベクターである
pTAC-2に Z-Cys断片が挿入されたことを確認した。また TAクローニングによっ
て得られた pTA-Z-Cys の Z-Cys 配列に変異が挿入されていないことを DNA シー
ケンスを用いて確認した。最後に pTA-Z-Cysをインサート、pET21a-Z1-BCCPを
ベクターとして、pET21a-Z2-Cysを作製した。まず 2種類のプラスミドに対して、
それぞれ制限酵素 BamH Iと Xho Iを加え制限酵素処理を行った。その後、エタ
ノール沈殿を行った。そして、各反応溶液を全量用いて、アガロースゲル電気泳動
法で DNA 断片を分離した。電気泳動後、インサートサンプルから Z-Cys 断片、
ベクターサンプルからマルチクローニングサイトを切り取ったベクターを回収し、
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FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて、DNA抽出を行った。その後、抽出
した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル比が 1：1 になるように混合した。
続けて、この混合溶液に対して、等体積の Ligation Mighty Mixを加えて 16℃で
一晩ライゲーション反応を行った。ライゲーション反応後、この反応溶液を用いて
大腸菌 JM109 株の形質転換を行った。ここで得られたコロニーを LB 培地で培養
し、プラスミドの単離を行った。そして、単離したプラスミドに対して制限酵素処
理を行い、目的プラスミドであることを確認した。 
 
 
図 2-8 Z2-Cysの発現プラスミドの作製スキーム 
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表 2-8 pET21a-Z2-Cysの作製で使用したプライマー 
 
 
 
BCCP-Z-BPLの発現プラスミドの作製 
 1 種類の融合タンパク質で固相基板上に抗体結合タンパク質を三次元的に固定
化できる融合タンパク質BCCP-Z-BPLの発現プラスミド（pET28a-BCCP-Z-BPL）
の作製を行った（図 2-9）。具体的には、まず PCR 法を利用して、Z-domain の両
端にグリシン残基を 3 残基付加した断片である Z-domain(+L) 断片を作製した。
ここでは、鋳型 DNAとして Z-domain をコードした配列を持つプラスミドを使用
し、プライマーは表 2-9 に示したものを使用した。PCR 法より Z-domain(+L) 断
片を増幅したのち、TA クローニングを行った。TA クローニング後に得られたコ
ロニーを LB培地で培養し、プラスミドの単離を行った。そして単離したプラスミ
ドが、TAクローニング用のベクターである pTKAN-2に Z-domain(+L) 断片が挿
入されたことを確認した。また、TA クローニングによって得られた pTA- 
Z-domain(+L)の Z-domain(+L) 配列に変異が挿入されていないこと DNA シーケ
ンスを用いて確認した。最後に pTA-Z-domain(+L) をインサート、
pET28a-BCCP-GFP-BPLをベクターとして、pET28a-BCCP-Z-BPLを作製した。
まず 2種類のプラスミドに対して、それぞれ制限酵素 BamH Iと Sac Iを加え制限
酵素処理を行った。その後、エタノール沈殿を行った。そして、各反応溶液を全量
用いて、アガロースゲル電気泳動法で DNA断片の分離を行った。電気泳動後、イ
ンサートサンプルから Z-domain(+L) 断片、ベクターサンプルから GFPを切り取
ったベクターをそれぞれ回収し、FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて、
DNA 抽出を行った。その後、抽出した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル
比が 1：1になるように混合した。続けて、この混合溶液に対して、等体積の Ligation 
Mighty Mix を加えて 16℃で一晩ライゲーション反応を行った。ライゲーション反
応後、この反応溶液を用いて大腸菌 JM109株の形質転換を行った。ここで得られ
たコロニーを LB培地で培養し、プラスミドの単離を行った。そして、単離したプ
ラスミドに対して制限酵素処理を行い、目的プラスミドであることを確認した。 
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図 2-9 BCCP-Z-BPLの発現プラスミドの作製スキーム 
 
 
表 2-9 pET28a-BCCP-Z-BPLの作製で使用したプライマー 
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BCCP-Z-BCCPの発現プラスミドの作製 
 多段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術のもう一つの戦略である
BCCP-Z-BCCPとBPLダイマーを組み合わせた三次元的な抗体固定化技術の開発
において、要となる BCCP-Z-BCCPの発現プラスミド（pET21a-BCCP-Z-BCCP）
を作製した（図 2-10）。ここでは pET28a-BCCP-Z-BPL をインサート、
pET21a-SH2(B/S)-BCCPをベクターとして、pET21a-BCCP-Z-BCCPの作製を試
みた。pET21a-SH2(B/S)-BCCPは過去に、当研究室で作製されたものを使用した。
まず、これら 2種類のプラスミドに対して、制限酵素 Nde Iと Sac Iを加え制限酵
素処理を行った。その後、エタノール沈殿を行った。そして、各反応溶液を全量用
いて、アガロースゲル電気泳動法で DNA断片の分離を行った。電気泳動後、イン
サートサンプルから BCCP-Z 断片、ベクターサンプルから SH2を切り取ったベク
ターをそれぞれ回収し、FastGene Gel/PCR Extraction Kitを用いて、DNA抽出
を行った。その後、抽出した各 DNA 濃度を算出し、各サンプルのモル比が 1：1
になるように混合した。続けて、この混合溶液に対して、等体積の Ligation Mighty 
Mix を加えて 16℃で一晩ライゲーション反応を行った。ライゲーション反応後、
この反応溶液を用いて大腸菌 JM109株の形質転換を行った。ここで得られたコロ
ニーを LB培地で培養し、プラスミドの単離を行った。そして、単離したプラスミ
ドに対して制限酵素処理を行い、目的プラスミドであることを確認した。 
 
  
35 
 
 
図 2-10 BCCP-Z-BCCPの発現プラスミドの作製スキーム 
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2-3 各種組換えタンパク質の精製 
BPLの精製 
 BPL-Cys0、BPL-Cys1、BPL-Cys2 の精製については、次の通りに行なった。
各種 BPLの発現プラスミドで大腸菌の形質転換し得られたコロニーを、30 µg/mL 
のカナマイシンを含む LB培地 1 Lに植え継ぎ、37 ℃で 16時間の培養を行った。
その後、終濃度 1 mMとなるように IPTGを添加し、培養時間 37 ℃で 8時間培
養を行った。培養後、遠心分離（4,500 rpm×15 min） を行い、集菌し、上清を除
去した。そして、菌体を PBS Bufferで再懸濁し、ファルコンチューブに移して遠
心分離（8,000 rpm × 5 min）を行った。遠心分離後、上清を除去し、集菌した菌
体に対して 20 mL の菌破砕 Buffer （PBS Buffer (pH 7.4)、1 mM EDTA、1 mM 
DTT、1 mM PMSF）を用いて菌体を懸濁し、超音波破砕（20 照射、20 回、20
秒間インターバル）を行った。菌破砕後、遠心分離（13,000 rpm×30 min）を行い、
上清を回収した。上清に対して 70 ℃で 30分間熱処理を行い、30分間室温に放置
した。そして遠心分離を行い、上清を回収した。その後、 2 L の Buffer A（20 mM 
KPi (pH 7.0)、0.1 mM DTT、 0.1 mM EDTA）を外液として、4 ℃で一晩透析を
行った。透析後に、DEAE-cellulose をカラム担体として、陰イオン交換クロマト
グラフィーを行った。その後、Butyl toyopearl を用いた疎水クロマトグラフィー
を行い、精製を行った。精製後、Buffer B （10 mM HEPES (pH 7.5)、0.1 mM EDTA）
を外液として、4 ℃で 3時間透析を行った。外液を交換して、再度、3時間透析を
行い、最後に一晩透析を行った。透析後、セントリカットを用いて BPL 溶液の濃
縮を行った。濃縮後、吸収スペクトル測定を行ない、濃度を見積り、収量を算出し
た。典型的なケースで、1 Lの培養液から、150 µMの BPL溶液が 1 mL得られた。
次に単離した BPLの酵素活性を確認した。具体的には、まず 50 mM Tris-HCl (pH 
8.0) 中で 1 mM ATP、5 mM MgCl、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、5 µM BCCP
を混合した溶液を調製し、そこへ終濃度 5 µM となるように BPL を添加して、
37℃で 30 分間反応させた。その後、TOF-MS を用いて BCCP の分子量測定を行
うことで、BPLのビオチン付加活性を評価した。その結果、精製した BPLがビオ
チン付加活性を維持していることが確認できた。 
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Z-domain融合タンパク質の精製 
Z1-BCCP、Z2-BCCP、BCCP-Z-BPL、BCCP-Z-BCCPの精製は以下の通りに行
った。Z-BCCPの発現プラスミドで大腸菌の形質転換し、得られたコロニーを、50 
µg/mL のアンピシリンもしくは30 µg/mL のカナマイシンを含むLB培地500 mL
に植え継ぎ、37 ℃で 16時間の培養を行った。その後、終濃度 1 mMとなるよう
に IPTGを添加し、培養時間 37 ℃で 8時間培養を行った。培養後、遠心分離（4,500 
rpm×15 min）を行い、集菌し、上清を除去した。そして、菌体を PBS Bufferで
再懸濁し、ファルコンチューブに移して遠心分離（8,000 rpm × 5 min）を行った。
遠心分離後、上清を除去し、集菌した菌体に対して 20 mL の Binding Buffer （5 
mM imidazole, 500 mM NaCl, 20 mM HEPES (pH 7.5)）を用いて菌体を懸濁し、
超音波破砕（20照射、20回、20秒間インターバル）を行った。菌破砕後、遠心分
離（13,000 rpm×30 min）を行い、上清を回収した。その後、イミノニ酢酸樹脂を
カラム担体として用いた Ni2+カラムクロマトグラフィーを行った。精製後、Buffer 
C （20 mM KPi (pH 7.0)、0.1 mM EDTA）を外液として、4 ℃で一晩透析を行
った。透析後に、DEAE-cellulose をカラム担体として陰イオンカラムクロマトグ
ラフィーを行った。精製後に、Buffer B を外液として、4 ℃で 3 時間透析を行っ
た。外液を交換して、再度、3時間透析を行い、最後に一晩透析を行った。透析後、
セントリカットを用いて濃縮を行った。濃縮後、吸収スペクトル測定を行い、濃度
を見積り、収量を算出した。典型的なケースで 500 mL の培養液から、Z1-BCCP
の場合 215 µM Z1-BCCP溶液が 5.5 mL、Z2-BCCPの場合 190 µM Z2-BCCP溶
液が 2.5 mL、BCCP-Z-BPL の場合 9 µM BCCP-Z-BPL 溶液が 1.2 mL、
BCCP-Z-BCCPの場合 146 µM BCCP-Z-BCCP溶液が 3 mL得られた。次に単離
した各種 Z-domain 融合タンパク質の基質活性を確認した。具体的には、まず 50 
mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 1 mM ATP、5 mM MgCl、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、
5 µM BPLを混合した溶液を調製し、そこへ終濃度 5 µM となるように Z-domain
融合タンパク質を添加して、37℃で 30分間反応させた。その後、TOF-MSを用い
て Z-domain 融合タンパク質の分子量測定を行うことで、融合タンパク質中の
BCCPへの基質活性を評価した。活性測定の結果、いずれの融合タンパク質も、ビ
オチン付加反応における基質活性を維持していることが確認できた。また抗体結合
タンパク質の抗体捕捉能は、SPR 法を利用して評価した。具体的には、BPL を固
定化した SPR センサーチップ上に、ビオチン化反応を介して各 Z-domain 融合タ
ンパク質を固定化した後、抗体の添加に伴うレスポンスの増大より、抗体捕捉能を
確認した。 
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蛍光タンパク質の精製 
緑色蛍光タンパク質 GFP（Green Fluorescent Protein）と青色蛍光タンパク質
BFP（Blue Fluorescent Protein）の精製は、以下の通りに行なった。蛍光タンパ
ク質の発現プラスミドで大腸菌の形質転換し得られたコロニーを、50 µg/mL のア
ンピシリンを含むLB培地 500 mLに植え継ぎ、37 ℃で 16時間の培養を行った。
その後、終濃度 1 mMとなるように IPTGを添加し、培養時間 37 ℃で 8時間培
養を行った。培養後、遠心分離（4,500 rpm×15 min）を行い、集菌し、上清を除
去した。そして、菌体を PBS Bufferで再懸濁し、ファルコンチューブに移して遠
心分離（8,000 rpm × 5 min）を行った。遠心分離後、上清を除去し、集菌した菌
体に対して 20 mL の Binding Bufferを用いて菌体を懸濁し、超音波破砕（20照
射、20回、20秒間インターバル）を行った。菌破砕後、遠心分離（13,000 rpm×30 
min）を行い、上清を回収した。その後、イミノニ酢酸樹脂をカラム担体として用
いた Ni2+ カラムクロマトグラフィーを行った。精製後、Buffer C を外液として、
4 ℃で一晩透析を行った。透析後に、リン酸セルロースをカラム担体として陰イオ
ンカラムクロマトグラフィーを行った。精製後に、Buffer B を外液として、4 ℃
で 3時間透析を行った。外液を交換して、再度、3時間透析を行い、最後に一晩透
析を行った。透析後、セントリカットを用いて蛍光タンパク質の濃縮を行った。濃
縮後、吸収スペクトル測定を行ない、濃度を見積り、収量を算出した。典型的なケ
ースで、GFPの場合、500 mL の培養液から 61 µM GFP 溶液が 2 mL得られ、BFP
の場合、500 mLの培養液から 20 µM BFP溶液が 1.5 mL得られた。 
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2-4 水晶発振子マイクロバランス法を利用した解析 
センサーチップ上への BPLの固定化 
 BPL の固定化は、QCM センサーチップの金基板上へ BPL 溶液を直接添加する
ことにより行った。具体的な手順は次のようである。まず 1 % SDS溶液を用いて、
綿棒でセンサーチップ上の擦り洗いを行い、その後Milli-Q水で洗浄を行った。こ
の擦り洗いによる洗浄を 2回行った後、ピランハ溶液（硫酸 : 過酸化水素水 ＝ 3 : 
1）をセンサーチップの金基板上に直接添加し、10分間静置させ洗浄を行った。そ
の後Milli-Q水で洗浄した。上記の 2種類の洗浄を行った後、センサーチップの金
基板上に BPL を 2 µL 直接添加し、湿潤環境で 30 分間静置することで BPL の固
定化を行った。 
 
センサーチップ上への Z-BCCPの固定化 
 Z-domain と BCCP の融合タンパク質（Z-BCCP）の固定化は、QCM 装置のセ
ル中にセンサーチップを浸した状態で質量変化をモニターしながら行った。具体的
には、BPLを固定化したセンサーチップを 6 mLの測定 Bufferの入ったセル中に
浸し、撹拌下、レスポンスが安定するまで 1時間程度放置した。測定条件について
は、温度を 25 ℃として、攪拌速度は 1,000 rpmとした。レスポンスが安定した後、
終濃度が 1 µMとなるようにビオチンを添加し 10分間レスポンスをモニターした。
そして引き続き、終濃度 10 µM となるように ATPと終濃度 20 µMとなるように
MgCl2を加えて、さらに 10分間レスポンスをモニターし、その後、Z-BCCPを添
加し、レスポンスをモニターしながら固定化を行った。 
 
センサーチップ上への抗体の固定化 
 センサーチップ上への抗体の固定化は、「QCM 装置のセル中で固定化を行う方
法」と「センサーチップの金基板上へ直接抗体を添加して固定化を行う方法」の二
種類の方法で行った。前者の固定化方法は、まずビオチン化反応を介して Z-domain
を固定化したセンサーチップを、使用する測定 Buffer で洗浄した後、新しい測定
Buffer の入ったセルにセンサーチップを浸して、質量変化を確認しながらレスポ
ンスが安定するまで 1時間程度放置した。そしてレスポンスが安定した後、抗体を
測定溶液を含む測定セルに添加し、そのセル中で抗体の固定化を行った。後者の固
定化方法は、Z-domain融合タンパク質を固定化したセンサーチップの洗浄を行っ
た後、センサーチップ上の水滴をピペットマンで除去し、抗体を直接センサーチッ
プの金基板上に添加して、湿潤環境で 30分間静置させることで抗体の固定化を行
った。 
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タンパク質の固定化密度の算出方法 
 本研究で使用した QCM装置は、1 Hz あたり 0.62 ng/cm2 の質量変化が生じる
ため、振動数変化より求められる質量変化を、タンパク質の分子量で割ることで、
センサーチップ上に固定化されるタンパク質の固定化密度を算出した。本研究で使
用したタンパク質の分子量に関して、Z1-BCCPは 15 kDa、Z2-BCCPは 22 kDa、
各種 IgG抗体は 150 kDa、GFPは 28 kDaで計算を行った。 
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2-5 表面プラズモン共鳴法を利用した解析 
センサーチップ上への BPLの固定化 
 BPL の固定化は、SPR 装置のフローセル中に BPL 溶液を注入し、センサーチ
ップの表面に BPL 溶液を接触させることにより行った。この SPR 測定は、先の
QCM測定がバッチ式であるのに対してフロー式となる。具体的な操作は、次のよ
うに行った。まず 1 % SDS溶液を用いて、綿棒で SPRセンサーチップの金基板を
擦り洗いして、その後Milli-Q水で洗浄を行った。この擦り洗いによる洗浄を 2回
行った後、ピランハ溶液（硫酸 : 過酸化水素水 ＝ 3 : 1）を金基板上に直接添加
し、5 分間静置させ、5 分後に Milli-Q 水で洗浄した。ピランハ溶液を用いた洗浄
も 2回行った。センサーチップの洗浄後、Running Bufferの脱気を 5分間行った。
BPLの固定化で使用する Running Bufferとしては、HBS-N Bufferを使用した。
HBS-N Bufferは、10 mM HEPES (pH7.5) に 0.15 M NaCl を含む緩衝液である。
センサーチップの洗浄と Running Buffer の脱気を行ったのち、センサーチップと
Running Buffer を SPR 装置にセットし、流速 15 µL/min で 15 分間 Running 
Buffer を流してレスポンスの安定化を行った。安定化を確認した後、2 µM BPL
溶液を15分間添加し、BPLの結合挙動と解離挙動を確認しながら固定化を行った。 
 
センサーチップ上への Z-domain融合タンパク質の固定化 
 センサーチップ上への Z-domain 融合タンパク質の固定化は、BPL の固定化と
同様に行った。具体的には、まず Z-domain 融合タンパク質を固定化する際の
Running Bufferを交換した。このときに交換する Running Bufferは脱気したも
のを使用した。そして Buffer交換したのち、流速 15 µL/min で 15分間 Running 
Bufferを流してレスポンスの安定化を行った。安定化した後、終濃度 1 µM Biotin、
10 µM ATP、20 µM MgCl2の混合溶液を添加して結合挙動と解離挙動をモニター
した。その後、Z-domain 融合タンパク質を添加し、結合挙動と解離挙動を確認し
ながら Z-domain融合タンパク質の固定化を行った。また「多段階のビオチン化反
応を利用した抗体固定化技術」で検討する BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを用い
た系では、流速 30 µL/min で Z-domain 融合タンパク質の固定化を行った。また
BPLダイマーには、終濃度 0.1 mM Biotinと終濃度 1 mM ATPを添加したものを
使用した。 
 
センサーチップ上への抗体の固定化 
 SPR センサーチップ上への抗体の固定は、センサーチップ上にビオチン化反応
を介して Z-domain 融合タンパク質を固定化したのち、流速 15 µL/min で、終濃
度 10 nM の抗体を添加して、抗体の結合挙動と解離挙動を確認しながら抗体の固
定化を行った。 
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タンパク質の固定化密度の算出方法 
 本研究で使用した SPR装置は、1 RU あたり 0.1 ng/cm2 の質量変化が生じるた
め、この SPRシグナルより求められる質量変化を、タンパク質の分子量で割るこ
とで、センサーチップ上に固定化されるタンパク質の固定化密度を算出した。本研
究で使用したタンパク質の分子量に関して、Z1-BCCPは 15 kDa、BCCP-Z-BPL
は 44 kDa、BCCP-Z-BCCPは 23 kDa、BPLダイマーは 55 kDa、各種 IgG抗体
は 150 kDa、GSTは 27kDa、BFPは 31 kDa で計算を行った。 
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2-6 非変性ゲル電気泳動法を利用した会合挙動の観察 
非変性ゲル電気泳動用グラジエントゲルの作製 
 非変性ゲル電気泳動用グラジエントゲルの作製は次のように行った。まずアクリ
ルアミド濃度の異なる 2種類の Separate Gel を氷上で調製した。ここでは、アク
リルアミドを 3.5% 含む Separate Gel と、13% 含む Separate Gel の 2種類の溶
液を調製した。Separate Gel の調製は、過去の文献を参考に作製した[58-60]。二
種類の Separate Gel溶液を調製したのち、グラジエントゲルミキサーでグラジエ
ントをかけながらゲルを作製した。続いて、アクリルアミドを 3% 含む Stacking 
Gel 溶液を氷上で調製し、Separate Gel の上に流し込んだ。そして、コームを装
着し、Stacking Gel にウェルを作製することでことで非変性電気泳動用グラジエ
ントゲルを作製した。 
 
非変性ゲル電気泳動用の泳動 Bufferの作製 
 非変性ゲル電気泳動用 Buffer は、Anode Buffer、Cathode Buffer、Cathode 
Buffer (+CBB) の三種類を使用した。Anode Bufferは、終濃度 50 mM イミダゾ
ールを含む pH 7.0の溶液を使用した。Cathode Bufferは、15 mM イミダゾール
と 50 mM Tricine を混合した pH 7.0 の溶液を使用した。また Cathode Buffer 
(+CBB) は、Cathode Bufferに 0.02% CBB G250 を加えた溶液を使用した。 
 
泳動サンプルの調製 
 非変性ゲル電気泳動法で泳動するサンプルは、次のように行った。サンプル、80% 
グリセロール、Loading Bufferを 8：1：1の割合で混合し、その混合溶液を 5分
間氷上に放置した。この反応溶液を、泳動用サンプルとして使用した。 
 
非変性ゲル電気泳動の泳動条件および染色 
 非変性ゲル電気泳動の泳動条件は、次のように行った。まず泳動槽にグラジエン
トゲルとセットし、その後、非変性ゲル電気泳動用 Buffer である Anode Buffer
と Cathode Buffer (+CBB) で泳動槽を満たした。続いて、泳動サンプルをグラジ
エントゲルのウェルにインジェクションし、100 mV の電圧で泳動を行った。また
泳動先端が Stacking Buffer を過ぎたところで、泳動用 Buffer を新しい Anode 
Bufferと Cathode Bufferに交換し、再度、100 mV の電圧で泳動を開始した。泳
動後、CBB 染色と同様の操作でゲルの染色と脱色を行い、タンパク質の会合挙動
を観察した。 
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2-7 アビジンブロッティング解析 
SDS-PAGEによるタンパク質の分離 
 まず目的タンパク質を用いて SDS-PAGE を行った。この際、使用するレーンの
半分は CBB染色用として、残りの半分はブロッティング用として電気泳動を行っ
た。 
 
電気泳動後のゲルに対する CBB染色 
CBB染色用のゲルは、次の溶液を用いて染色と脱色を行った。染色液は 5% 酢
酸と 50% メタノールに 0.25% Comassie Brilliant Blue R-250 を加えたものを使
用し、脱色液は、25 % メタノールと 8% 酢酸の混合溶液を使用した。 
 
PVDFメンブレンへのタンパク質の転写 
 目的タンパク質を転写するメンブレンの前処理を行った。まずタンパク質を転写
する PVDFメンブレンをゲルの大きさに切りだし、その後、メタノールに 10秒浸
した。PVDFメンブレンをメタノールに浸した後、終濃度 192 mM Tris、終濃度 25 
mM Glycine、終濃度 20 % メタノールで調製した転写用 Bufferに浸した。この
とき、ゲルと同じ大きさの濾紙を 6枚準備し、この濾紙も転写用 Bufferに浸した。
次に、ブロッティング装置に転写用 Bufferに浸した濾紙 3枚をのせた。その上に、
PVDF メンブレンと泳動したゲルを順にのせた。その後、残りの濾紙を載せた後、
電圧をかけながら転写を開始した。転写は、50 mAで 1時間 15分通電させた。 
 
Ponceau S による PVDFメンブレンの染色 
 転写したメンブレンを蒸留水に浸して、5分間振とうさせながら洗浄した。洗浄
後、0.1% (w/v) Ponceau Sと 2% (w/v) 酢酸で調製した染色液にメンブレンを浸し、
5分間振とうさせながら染色を行った。5分後、蒸留水で振とうさせながら洗浄を
行い、マーカーの位置に印をつけた。 
 
メンブレンのブロッキングおよび洗浄 
 終濃度 20 mM Tris と終濃度 137 mM NaCl に 0.1% (w/v) Tween20 を加えた
洗浄溶液に対して、終濃度 5% (w/v) スキムミルクを加えたブロッキング溶液を調
製し、ブロッキング溶液にメンブレンを浸して 1時間振とうさせた。その後、洗浄
溶液を用いて、5分間の振とうさせながら洗浄する操作を 2回行った。 
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アルカリホスファターゼ (AP) 標識化ストレプトアビジンとの反応 
 メンブレンの洗浄後、AP標識化ストレプトアビジン溶液を用いて、20分間穏や
かに振とうさせながら反応させた。AP標識化ストレプトアビジン溶液は、終濃度
20 mM Tris と終濃度 137 mM NaCl の混合溶液 10 mL に Streptavidin-AP 
Conjugate溶液を 1 µL 添加したものを使用した。その後、洗浄溶液を利用した洗
浄を 2回行った。 
 
メンブレンに転写したビオチン化タンパク質の発色 
 目的タンパク質の発色は、発色溶液にメンブレンを浸して、穏やかに振とうさせ
て行った。ここで使用した発色溶液は、AP Buffer、BCIP溶液、NBT溶液の 3つ
の溶液を用いて調製した。AP Bufferは、終濃度 192 mM Tris、100 mM NaCl、5 
mM MgCl・6H2Oを混合し、pH 9.5 に調製したものを使用した。BCIP 溶液は
Bromochloroindolyl phosphate に DMFを加えて、終濃度 1.7% (w/v) にしたもの
を使用した。NBT溶液は、Nitro blue tetrazolium に 70% DMF を加え、終濃度
3.3% (w/v) にしたものを使用した。上記の三種類の溶液を調製した後、AP Buffer 
10 mLに対して BCIP と NBT をそれぞれ 100 µL 混合して、発色溶液を作製し
た。 
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2-8 走査型プローブ顕微鏡を利用した会合挙動の観察 
マイカ基板の作製およびタンパク質の固定化 
 マイカ基板の作製は次のように行った。まず接着剤を用いて走査型プローブ顕微
鏡の試料台にマイカを固定した。この基板を以降では、マイカ基板とした。続いて、
このマイカ基板にタンパク質を固定した。具体的には、まず接着テープでマイカを
劈開した。そして、劈開したマイカ上に 10 mM MgCl2 を添加して 5分間放置した
のち、添加した溶液を除去した。次に Milli-Q 水をマイカ上に添加し、30 秒程度
放置したのち、溶液を除去した。このMilli-Q水による洗浄を 2回行った。そして、
洗浄したマイカ基板を窒素ガスで 30分間乾燥させた。乾燥後、タンパク質溶液を
マイカの上に添加し、2分間放置したのち、溶液を除去した。そして、先ほどと同
様に Milli-Q 水での洗浄を 2 回行った。洗浄後、再びマイカ基板を窒素ガスで 30
分間乾燥させた。 
 
走査型プローブ顕微鏡を用いたタンパク質の観察 
 走査型プローブ顕微鏡を利用してタンパク質の形状や会合挙動を観察するため
の条件は次のように行った。基本設定は、自動調節モード「Auto」を選択してタ
ンパク質の観察を行った。さらに解像度は、標準である 512×256で観察を行った。 
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第 3 章 実験結果および考察 
 
3-1 一段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発 
 これまで抗体結合タンパク質を利用して、抗体の配向制御を目的とした様々なア
ッセイ系が提案されてきた。しかし、これらの技術は抗体結合タンパク質を密集し
た状態で固相基板上に固定化するため、捕捉された抗体も近接した状態で固定化さ
れてしまう。その結果、抗原結合活性に影響を及ぼすことが考えられた。そこで本
研究では、抗体結合タンパク質を適度な間隔で固定化し、過度な密集を避けた状態
で抗体を固定化する技術の開発として、一段階のビオチン化反応を利用した抗体固
定化技術の開発を試みた。具体的には、まず遺伝子工学的手法を用いて Z-domain
と BCCP を連結した融合タンパク質（Z-BCCP）を作製し、その後、BPL を固定
化した固相基板上に Z-BCCP を添加し、ビオチン化反応を介して間接的に固相基
板上に Z-domainを固定化する。そして、抗体の固定化および抗原との相互作用解
析を行い、本手法の評価を行った。また本研究の評価方法としては、水晶発振子マ
イクロバランス（QCM）法を使用した。この技術は、水晶の結晶を非常に薄く切
り出した切片の両側に金属薄膜を取り付け、各電極に交流電場を印加すると、一定
の周波数で振動する。この水晶板上の質量変化を振動数変化としてモニターするこ
とで、物質の結合や解離を評価することができる（図 3-1）。また、この振動数変
化と質量の関係性は Sauerbrey 式で表すことができる。したがって、固相基板と
なるセンサーチップ上の質量が増加すると振動数の低下が見られ、逆に質量が減少
すると振動数の増大が観察される装置となっている。本研究では、このような質量
測定装置を利用して評価した。 
 
 
 
図 3-1 QCM法の模式図（A）および Sauerbrey式（B） 
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3-1-1 抗体結合タンパク質の固定化条件の検討 
3-1-1-1 センサーチップ上に固定化する変異型 BPLの検討 
 本手法では、まず QCM センサーチップ上に BPL を固定化する必要があった。
そこで、システイン残基を導入した変異型 BPL を用いて、固相基板上への変異型
BPL を固定化し、そして Z-BCCP の捕捉が可能であるかどうか検証した。ここで
は、BCCP の会合面と反対の位置にシステイン残基を 1 残基導入した BPL-Cys1
と、システイン残基を 2 残基導入した BPL-Cys2 を比較して検討を行った。また
コントロール実験として、システイン残基を持たない BPL-Cys0 と牛胎児血清ア
ルブミン（BSA）についても同様に検討した。BPL-Cys0は、システイン残基を持
たないため固相基板上への BPL の非特異的な物理吸着を評価することができ、
BSA は BPL と Z-BCCP 間の特異性を評価することができるため、これら 2 種類
のタンパク質をコントロールとして使用した。捕捉する Z-BCCP としては、
Z1-BCCPを使用した。そして、Z1-BCCPの終濃度 0.1 µM、0.2 µM、0.5 µM、1.0 
µM、2.0 µMと段階的に添加することで、Z-BCCPの最適な添加量についても検討
を行った。 
 各種BPLおよびBSAを固定化したセンサーチップに対して Z1-BCCPを添加し
た際の振動数変化を図 3-2に示した。各振動数変化より求められるタンパク質の固
定化密度を算出した結果を表 3-1に示した。これらの結果より、BPL-Cys2を固定
化した時に最も多くの Z1-BCCP を捕捉することができるということがわかった。
これは、BPL のシステイン残基の導入数が多くなることで、センサーチップ上に
強固に BPL を固定化することができ、またビオチン化反応を介して Z1-BCCP を
補足できるためであると考えられた。したがって、以降の実験では BPL-Cys2 を
用いることとした。 
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    
 
図 3-2 最適な変異型 BPLの検討 
 
 
表 3-1 Z1-BCCPの捕捉能の評価 
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3-1-1-2 抗体結合タンパク質の固定化条件の検討 
 次に本研究の要である Z-domainと BCCPの融合タンパク質（Z-BCCP）に関し
て、Z-domain を 1 分子連結した融合タンパク質（Z1-BCCP）と、Z-domain を 2
分子連結した融合タンパク質（Z2-BCCP）の二種類を用いて、Z-BCCP の最適な
固定化条件について検討を試みた。具体的には、BPL-Cys2を固定化したセンサー
チップに対して、終濃度 0.1 µM、0.2 µM、0.5 µM、1.0 µM、2.0 µMとなるよう
に段階的にZ-BCCPを添加して、その時に得られる振動数変化より検討を行った。 
 各種 Z-BCCP の濃度変化に伴う振動数変化をモニターした結果を図 3-3 に示し
た。図 3-3の結果より、BPL-Cys2を固定化したセンサーチップに対して、終濃度
0.1 µMの各種 Z-BCCPを添加したところ、顕著な振動数の低下が見られた。引き
続き、終濃度が 0.2 µM となるように各 Z-BCCP を添加したが、いずれの場合も
顕著な振動数の変化を観察することはできなかった。さらに終濃度が 0.5 µM、1.0 
µM、 2.0 µMになるように添加しても、顕著な振動数の変化を観察することはで
きなかった。これらの結果より、Z-BCCPの固定化濃度は、0.1 µM で十分な固定
化量が得られるということがわかった。しかし、本研究ではセンサーチップ上に固
定化した BPL-Cys2 に対して、できるだけ多くの Z-BCCP を結合させたいため、
以降の実験では、Z-BCCPの終濃度を 2.0 µMで行うこととした。 
 
 
図 3-3 Z-BCCPの濃度条件の検討 
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3-1-2 抗体の固定化および抗原との相互作用解析 
3-1-2-1 抗原抗体反応における結合特異性の評価 
抗 GFP抗体と GFP間の相互作用解析 
 ビオチン化反応を介して固定化した Z-BCCP に対して抗体を添加し、抗体固定
化能および抗原捕捉能を評価した。具体的には、BPL-Cys2 を固定化したセンサ
ーチップに対して、ビオチン化反応を介して Z1-BCCPもしくは Z2-BCCPを固定
化した後、終濃度を変化させて抗体を添加した。抗体固定化後、引き続き、終濃度
を変化させて抗原を添加することで、固定化された抗体と抗原との間の相互作用解
析を行った。抗体として、Rabbit由来の抗 GFP抗体、抗原には GFPを使用した。
抗体は、終濃度 1.1 µM、2.75 µM、5.5 µMとなるように段階的に添加し、抗原は、
終濃度 10 nM、20 nM、50 nM となるように段階的に添加した。 
 ビオチン化反応を介して固定化した抗体と抗原の相互作用解析の結果を図 3-4
に示した。さらに図 3-4の結果より、得られるタンパク質の固定化密度を算出した
結果を表 3-2 に示した。これらの結果より、Z1-BCCP と Z2-BCCP の固定化量を
比較したところ、どちらもほぼ同じレベルであるということがわかった。続いて、
各種 Z-BCCP を固定化したセンサーチップに対して順に抗 GFP 抗体と GFP を添
加し、抗体固定化能および抗原捕捉能を評価した。その結果、いずれの系において
も、ナノモラーレベルの低濃度の抗 GFP抗体を添加したにも関わらず、顕著な振
動数の低下を観察することができた。このことから、ビオチン化反応を介して固定
化されたZ-BCCPは抗体を固定化できるということがわかった。さらに引き続き、
抗原である GFPを添加すると、再び顕著な振動数の低下を観察することができた。
このことから、ビオチン化反応を介して固定化された抗体は抗原結合活性を維持し
た状態で固定化されているということが示唆された。 
また表 3-2 の結果より、Z1-BCCP と Z2-BCCP に関して、抗体の固定化量およ
び抗原の捕捉量を比較した。その結果、Z2-BCCP を固定化した方が、抗体の固定
化量および抗原の捕捉量が明らかに高い値を示すことがわかった。さらに抗体 1
分子あたりの抗原捕捉数を比較したところ、いずれの系も抗原捕捉数は 2以上とな
り、抗体 1分子あたりの抗原分子の最大捕捉数 2を超える値となった。これは、ビ
オチン化反応を介して固相基板上にポリクローナル抗体を固定化した後、測定
Buffer を交換することなく抗原を添加したため、固相基板上に捕捉された抗原に
対して、未反応の抗体が結合してしまい、結果として大きな振動数変化が観察され
たためであると考えられた。 
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図 3-4 Z-BCCPの固定化および抗体と抗原間の相互作用解析 
各種 Z-BCCP の固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。
Z-BCCPの固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応
の相互作用解析では、10 mM HEPES (pH 7.5) に 0.15 M NaClと 0.005 % Tween20 を加え
た HBS-P Buffer を測定 Bufferとして使用した。 
 
 
表 3-2 抗体の固定化量および抗原の捕捉量の評価 
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抗 GFP抗体と結合特異性のないタンパク質を用いた相互作用解析 
 センサーチップ上にビオチン化反応を介して固定化した抗 GFP抗体に対して、
GFP を添加すると顕著な振動数の低下を観察することができた。この振動数変化
が、抗原抗体反応に由来するシグナルであるかどうかを検証するために、抗 GFP
抗体に対して結合特異性のないタンパク質を用いて、相互作用解析を行った。具体
的には、GFP の代わりに BSA あるいはマルトース結合タンパク質（MBP）を用
いて解析を行った。また、ここでは、抗体の固定化量および抗原の捕捉量の多かっ
た Z2-BCCPを使用した。操作手順は、抗 GFP抗体と GFP間の相互作用解析と同
様に行った。抗 GFP 抗体と BSA 間の相互作用解析の結果を図 3-5、抗 GFP 抗体
と MBP 間の相互作用解析の結果を図 3-6 に示した。これらの結果より、抗 GFP
抗体を固定化した後に BSA や MBP を添加しても顕著な振動数の低下を観察する
ことはできなかった。このことから、抗 GFP 抗体に対して GFP を添加した際に
見られた顕著な振動数の低下は抗原抗体反応に由来するシグナルであることがわ
かった。 
 
 
 
 
図 3-5 抗 GFP抗体と BSA間の相互作用解析 
Z2-BCCPの固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。Z2-BCCP
の固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応の相互作
用解析では、HBS-P Buffer を測定 Bufferとして使用した。 
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図 3-6 抗 GFP抗体とMBP間の相互作用解析 
Z2-BCCPの固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。Z2-BCCP
の固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応の相互作
用解析では、HBS-P Buffer を測定 Bufferとして使用した。 
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抗 GST抗体と GFP間の相互作用解析 
 抗原-抗体間の結合特異性をさらに評価するために、抗体側に着目して検討を行
った。具体的には、抗体として抗 GFP抗体の代わりに抗 GST抗体を用いて、GFP
を添加した際に顕著な振動数の低下が観察されるかどうかについて検証を行った。
なお、抗 GST抗体はグルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）を認識する抗体
であり、Rabbit 由来のものを使用した。実験条件は、抗 GFP 抗体と GFP 間の相
互作用解析と同様の操作で行った。抗 GST 抗体と GFP 間の相互作用解析の結果
を図 3-7 に示した。この結果より、抗 GST 抗体と GFP 間では顕著な振動数の変
化を観察することはできなかった。このことから、抗 GFP 抗体と GFP 間で見ら
れた顕著な振動数変化は抗原抗体反応に由来するものであるということが確実に
裏付けられた。 
 
 
 
図 3-7 抗 GST抗体と GFP間の相互作用解析 
Z2-BCCPの固定化を（A）に示し、抗体と抗原の相互作用解析の結果を（B）に示した。Z2-BCCP
の固定化では、10 mM HEPES (pH7.5) を測定 Bufferとして使用し、抗原抗体反応の相互作
用解析では、HBS-P Buffer を測定 Bufferとして使用した。 
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3-1-2-2 抗体捕捉能および抗原結合活性の評価 
各種 Z-BCCPの抗体捕捉能および捕捉した抗体の抗原結合活性の評価 
センサーチップ上へビオチン化反応を介して固定化された抗体は、抗原結合活性
を維持しているということがわかった。しかし、図 3-4の結果より、抗体固定化後
に、測定 Buffer を交換することなく、抗原を添加した場合、正確な抗原の捕捉量
を評価することができなかった。そこで、抗体固定化後に、測定 Buffer の交換を
行い、正確な抗原の捕捉量を調べた。ここでは、Z1-BCCP と Z2-BCCP のそれぞ
れの抗原捕捉能を評価した。具体的な実験手法として、まず BPL を固定化したセ
ンサーチップ上に各種Z-BCCPを固定化したのち、抗体を固定化し、測定Buffer 交
換後に、抗原を添加して、正確な抗原捕捉数を調べた。抗体は、Rabbit 由来の抗
GFP 抗体、抗原には GFP を使用した。抗体の固定化量と抗原の捕捉量をモニタ
ーした結果を図 3-8に示した。さらに図 3-8の振動数変化より求められるタンパク
質の固定化密度を算出した結果を表 3-3に示した。これらの結果より、ビオチン化
反応を介して固定化された抗体は、Z1-BCCP も Z2-BCCP もどちらも抗原結合活
性を維持しているということがわかった。また、Z1-BCCP および Z2-BCCP で固
定化された抗体 1 分子あたりの抗原捕捉数については、Z1-BCCP では 1.06、
Z2-BCCPでは 1.03であった。したがって、いずれの系についても、捕捉された抗
体の大部分は抗原結合活性を維持していることがわかった。Z1-BCCPと Z2-BCCP
の系について、抗体の固定化量と抗原の捕捉量を比較すると、Z2-BCCP の方が、
抗体の固定化量および抗原の捕捉量ともに高いレベルを示していた。このことから、
抗体結合タンパク質の連結数が増えることで抗体の捕捉数が増大し、それに比例し
て抗原の捕捉量も増大することがわかった。したがって、以降の実験では Z2-BCCP
を用いることとした。 
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図 3-8 各種 Z-BCCPにおける抗体固定化能および抗原捕捉能の評価 
抗体固定化時の結果を（A）に示し、抗原捕捉時の結果を（B）に示した。測定 Bufferについ
ては、HBS-P Buffer を使用した。 
 
 
表 3-3 各種 Z-BCCPにおける抗体固定化量および抗原捕捉量 
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抗体固定化の操作手順の変更に関する検討 
 本測定では、抗体を固定化する際に、6 mL の測定 Buffer中に終濃度 5.5 µMと
なるように抗体を添加していたため、1回の測定にコストがかかってしまうという
問題を抱えていた。そこで、抗体の固定化を測定 Buffer 中ではなく、センサーチ
ップ上に直接少量の抗体を添加することで同様の測定結果が得られるかどうか検
証した。抗体をセンサーチップ上に直接添加する場合は、抗体の固定化量をモニタ
ーすることができないため、ここでは抗原の捕捉量を比較して評価した。抗体は、
Rabbit 由来の抗 GFP抗体、抗原には GFP を使用した。抗原捕捉量を比較した結
果を、図 3-9 に示した。図 3-9 の結果より、抗原の捕捉量を計算した結果、測定
Buffer に抗体を添加する場合では 6.47 pmol/cm2、センサーチップ上に抗体を直
接添加する場合では 5.54 pmol/cm2であった。このことから、センサーチップ上
に抗体を直接添加した場合でも、測定 Buffer 中で抗体を固定化する場合とほぼ同
レベルの抗原捕捉量を維持できることがわかった。また、抗体の使用量を比較した
場合、測定 Buffer 中で抗体を固定化する場合、33 pmolの抗体を使用するのに対
して、センサーチップ上に抗体を直接添加する場合では、1 pmol の抗体を使用す
るだけでよい。したがって、以降の実験では、センサーチップ上に直接に抗体を添
加することにより、抗体の固定化を行った。 
 
 
図 3-9 抗体の固定化方法の変更に伴う抗原捕捉量への影響  
測定 Buffer中で抗体を固定化した後に抗原を捕捉した結果を（A）に示し、センサーチップ上
に直接抗体を添加する系で得られた抗原捕捉量の結果（B）を示した。抗原を捕捉する際の測
定 Bufferは、どちらもHBS-P Buffer を使用した。 
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抗体固定化の操作手順の変更に伴う抗原検出能の評価 
 図 3-9の検討では、抗原の終濃度を 100 nM としていた。しかし、この濃度は、
これまで使用してきた濃度の 10倍であった。そのため、これまで通り、抗原の終
濃度を 10 nM で測定した場合においても、抗原の捕捉が可能であるかどうか検討
を行った。抗体は、Rabbit 由来の抗 GFP抗体、抗原には GFP を使用した。その
結果、抗原の終濃度が 10 nM となるように添加しても、抗原の捕捉は可能である
ということがわかった（図 3-10）。さらに、終濃度 100 nM と終濃度 10 nM の結
果を比較すると、どちらも同程度の抗原捕捉量を示していた。このことから、終濃
度 10 nM 以上の抗原を添加した場合、抗原の捕捉量は飽和するということがわか
った。 
 
 
図 3-10 抗原捕捉量の評価 
測定 Bufferは、HBS-P Buffer を使用した。 
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3-1-2-3 他の抗体固定化技術との比較 
本手法で捕捉した抗体の抗原検出能をより詳細に調べるために、様々な濃度の抗
原を添加して、抗原検出能の評価を試みた。具体的には、センサーチップ上にビオ
チン化反応を介して抗体を固定化した後、様々な濃度の抗原を添加し、その時に得
られる振動数変化より、抗原検出能を評価した。抗体は、Rabbit 由来の抗 GFP
抗体、抗原には GFP を使用した。また抗体結合タンパク質としては、Z2-BCCP
を使用した。ビオチン化反応を介した抗体固定化技術を用いて、抗原検出能を調べ
た結果を図 3-11に示した。これらの結果より、本手法では少なくとも 0.1 nM の
抗原を検出することが可能であるということがわかった。 
 
 
図 3-11 ビオチン化反応を介した抗体固定化技術での抗原検出能の評価 
ビオチン化反応を介した抗体固定化技術における抗原検出能を調べた結果を（A）に示し、抗
原捕捉量をまとめた結果（B）に示し、この実験の概念図を（C）に示した。測定 Buffer は、
HBS-P Buffer を使用した。 
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非特異的物理吸着を利用した抗体固定化技術との比較 
 本手法の有用性を評価するために、従来から利用されている非特異的な物理吸着
を利用した抗体固定化法との比較を行った。抗原検出能を調べた結果を図 3-12に
示した。図 3-12より、非特異的物理吸着を利用した場合、3 nM レベルの抗原濃
度が検出限界であることがわかった。また3 nMにおける振動数変化（固定化密度）
の値を比較すると、本手法の方が 13倍も高い値を示した。これらの結果より、本
技術は、従来から活用されている非特異的な物理吸着を利用した固定化技術よりも、
十分な優位性を有しているということがわかった。 
 
 
図 3-12 他の抗体固定化技術との比較：非特異的物理吸着を利用した固定化法 
非特異的物理吸着を利用した抗体固定化技術における抗原検出能を調べた結果を（A）に示し、
抗原捕捉量をまとめた結果を（B）に示し、この実験の概念図を（C）に示した。測定 Buffer
は、HBS-P Buffer を使用した。 
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抗体結合タンパク質を直接固定化する抗体固定化技術との比較 
 序論で述べたように、現在、抗体結合タンパク質を利用した、様々な抗体固定化
技術がすでに提案されている。そこで、その中でも最も代表的な、抗体結合タンパ
ク質を直接に基板上に固定化し、それを利用して抗体を固定化する技術との比較を
行い、本手法の有用性を評価した。ここでは、Z-domainを 2分子連結させ、さら
に C末端にシステイン残基を 2残基連結した融合タンパク質 Z2-Cysを用いて、抗
原検出能を評価した。Z2-Cysを用いた抗体固定化技術における、抗原検出能を調
べた結果を図 3-13に示した。この結果を、図 3-11に示したビオチン化反応を介し
て抗体を固定化した系と比較すると、低濃度の GFPを添加した条件において違い
が見られた。0.3 nMの GFPを添加した際の GFPの固定化量は、ビオチン化反応
を介して抗体を固定化した系の方が、約 1.5倍程度、その値が大きいことがわかっ
た。また、ビオチン化反応を利用した系では 0.1 nMの GFPを検出することがで
きたが、Z2-Cys を利用した系では、有意なシグナルは得られなかった。したがっ
て、本系の方が Z2-Cysを用いた系よりも低濃度の抗原を検出することができると
言えた。この理由としては、固相基板上の抗体の固定化環境にあると考えられた。
Z2-Cysを用いた抗体固定化技術の場合、固相基板上に Z-domain が密集した状態
で固定化されてしまうため、固定化される抗体が互いに近接してしまい、結果とし
て抗体同士の間で立体障害が生じてしまうことが予測された。これが原因となり、
高感度な検出ができなかったと考えられた。しかし、本手法の場合、抗体結合タン
パク質を固定化する前に足場として BPLを固定化しており、この BPL分子は、
Z-BCCPよりも分子サイズが大きいため、Z-domainの周辺に適度な空間が確保さ
れた。その結果、固定化される抗体の分子間距離が確保されて、より低濃度の抗原
を検出することに成功したと考えられた。 
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図 3-13 他の抗体固定化技術との比較：Z2-Cysを利用した固定化法 
Z2-Cysを利用した抗体固定化技術における抗原検出能を調べた結果を（A）に示し、抗原捕捉
量をまとめた結果を（B）に示し、Z2-Cysのドメイン構造を（C）に示し、この実験の概念図
を（D）に示した。測定 Bufferは、HBS-P Buffer を使用した。 
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3-1-2-4 再現性の検証 
 本手法は既存の抗体固定化技術と比較して、検出感度に関して優位性があるとい
うことを示せた。そこで本手法の再現性について検証を行った。ここでは、抗原捕
捉量の結果を比較して再現性を評価した。抗体は、Rabbit由来の抗 GFP抗体を終
濃度 10 nM で固定化し、抗原は 100 nM GFP を添加した。測定は、3回行った。
本手法を用いて、再現性の検証を行った結果を図 3-14に示した。図 3-14より、得
られた振動数変化は左から 254 Hz、246 Hz、238 Hz であった。これらの値から、
標準偏差を求めると 6.48 となった。各振動数変化の平均と標準偏差より変動係数
である CV値を算出すると 3% であった。したがって、本手法はイムノセンサーと
して活用するのに十分に高い再現性を有していることがわかった。 
 
 
 
図 3-14 再現性の検証 
各図の矢印は、100 nM GFPの添加開始地点を示した。測定 Bufferは、HBS-P Buffer を使
用した。 
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3-1-2-5 表面プラズモン共鳴法への応用 
ここまで水晶発振子マイクロバランス（QCM）法を用いて解析を行ってきたが、
本抗体固定化法の汎用性を示すために、他の測定原理に基づいた相互作用解析系を
利用して測定を行った。具体的には、表面プラズモン共鳴（SPR）法に基づいた測
定系を用いて実験を行った。SPR 法は、SPR 現象を利用して物質間の相互作用を
解析する手法である（図 3-15）。金属表面に特定の光を全反射するように照射した
場合、SPR 現象に基づいて、反射光にはある特定の角度にエネルギーの消失が見
られる。このエネルギー消失の見られる反射光の角度は、金属表面に存在する物質
の質量（正確には屈折率）に依存して変化する。したがって、エネルギー消失の見
られる角度をモニターすることによって、金属表面における質量変化をモニターす
ることができる。実際には、金属（センサーチップ）表面に相互作用解析をしたい
一方の物質を固定化し、もう一方の物質を溶液層に流すことにより両者の相互作用
を解析することができる。 
ここでは、SPR センサーチップの金基板上にビオチン化反応を介して抗体を固
定化し、その後、抗原との相互作用解析を行った。抗体は、Rabbit 由来の抗 GST
抗体を使用し、抗原には GST を使用した。QCM 法を用いて相互作用解析を行う
際は、抗 GFP抗体と GFPを使用していたが、SPR法では GFPによる光学干渉が
生じてしまい、正確な固定化量を評価できなくなると考えられたため抗体と抗原を
変更した。また QCM法の結果より、抗体の固定化量の高かった Z2-BCCPを用い
て検討を行った。図 3-16 に各タンパク質を添加した際に得られたレスポンスの変
化をまとめて示す。これより、SPR 測定系においても、抗体の添加や抗原の添加
に伴い、顕著なレスポンスの変化が見られた。したがって、SPR 測定系において
も、ビオチン化反応を介して抗体を固定化し、それを利用して抗原の検出が可能で
あるということがわかった。 
 
 
図 3-15 SPR法の測定原理 
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図 3-16 ビオチン化反応を介した抗体固定化技術の評価 
BPL固定化時の結果を（A）に示し、Z2-BCCP固定化時の結果を（B）に示し、抗体を固定化
時の結果を（C）に示し、抗原捕捉時の結果を（D）に示した。青の矢印は Running Buffer の
添加開始地点、緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin, 10 µM ATP, 20 µM MgCl2 を添加した地点を
示した。 
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3-2 多段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発 
一段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術は、既存の手法と比較して、
より高感度な抗原検出能を示すことができた。ここでは、さらに高感度なアッセイ
系の構築を目的として、多段階のビオチン化反応を利用した固相基板上への三次元
的な抗体固定化技術の開発を試みた。 
 
3-2-1 多段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発（その 1） 
 序論で述べた三次元的な抗体固定化の 2つのアプローチのうち、Z-domainの N
末端とC末端にそれぞれBCCPとBPLを連結した融合タンパク質（BCCP-Z-BPL）
を用いた系を構築し、イムノセンシング系としての評価を行った（図 1-14）。 
 
3-2-1-1 使用する融合タンパク質のキャラクタリゼーション 
 まずは大腸菌から単離した BCCP-Z-BPL が、ビオチン化反応を介して会合しポ
リマーを形成するかどうか検証した。具体的には、非変性ゲル電気泳動法を利用し
て、BCCP-Z-BPL の会合挙動の観察を行った。会合挙動は、ビオチン化反応前後
のサンプルをそれぞれ泳動することで確認を行った。反応溶液は、終濃度 4 µM 
BCCP-Z-BPLに対して、終濃度 1 mM ATP、5 mM MgCl2、5 µM Biotin、0.1 M KCl 
を混合することで調製した。その後、37 ℃で 30 分間反応させた。なお、ビオチ
ン化反応していないサンプルは Biotinを含まない状態で調製し、その後、37 ℃で
30分間反応させた。BCCP-Z-BPLの会合挙動を観察した結果を図 3-17に示した。
これより、ビオチン化反応前では高分子量の領域にスメアなバンドが確認されるが、
ビオチン化反応後のサンプルでは、そのバンドはほとんど消失していることがわか
る。これは、BCCP-Z-BPLがビオチン化反応によって、ポリマーを形成したため、
バンドが消失してしまったと考えられた。またビオチン化反応前の泳動結果を見る
と、BCCP-Z-BPLの分子量が 43.8 kDa であるのに対して、140 kDa以上の位置
でバンドが確認された。このことから、この融合タンパク質は大腸菌内で発現させ
た段階で、すでに部分的にポリマーを形成していることが示唆された。 
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図 3-17  非変性ゲル電気泳動による BCCP-Z-BPLの会合挙動の観察 
 
 
 次に、BCCP-Z-BPL が大腸菌内で発現した段階で、すでにビオチン化されてい
ることを、アビジンブロッティング解析を行うことにより確認を行った。アビジン
ブロッティング解析は、タンパク質を電気泳動させた後、メンブレンに転写し、ビ
オチン-アビジン相互作用を利用して、ビオチン化されたタンパク質を検出する方
法である。本研究では、メンブレンへの転写後、アルカリホスファターゼで修飾し
たストレプトアビジンを作用させることにより、ビオチン化されたタンパク質の検
出を行った。図 3-18 に BCCP-Z-BPL を発現させた大腸菌の破砕溶液について、
SDS-PAGE を行い、その後、アビジンブロッティング解析を行った結果を示す。
これより、BCCP-Z-BPL の分子量（43.8 kDa）付近にバンドが検出され、
BCCP-Z-BPL がビオチン化されていることが確認された。大腸菌内に元々存在す
る（内在性）の BPLによって、S. tokodaii由来の BCCPへビオチンの付加は起こ
らないことがわかっているため[49]、このことは BCCP-Z-BPLを構成する BPLに
よって、BCCPへビオチンが付加されたことを意味している。このビオチン付加反
応を通じて、BPLと BCCPの間で安定な複合体が形成されるため、大腸菌内でポ
リマー化反応が進行していることが裏付けられたことになる。 
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図 3-18 大腸菌内で発現した BCCP-Z-BPLの会合状態の確認 
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3-2-1-2 融合タンパク質のセンサーチップ上への固定化  
 次に BCCP-Z-BPLを利用して抗体の固定化および抗原の捕捉が可能であるかど
うかについて検討を行った。具体的には、SPR センサーチップ上にビオチン化反
応を介して BCCP-Z-BPL のポリマーを固定化し、その後、抗原抗体反応による相
互作用解析を試みた。抗体は、Rabbit由来の抗 GST抗体を使用し、抗原には GST
を使用した。BCCP-Z-BPL を用いて検討した結果を図 3-19 に示した。図 3-19 の
結果より、BPL-Cys2を固定化した SPRセンサーチップ上に BCCP-Z-BPLを逐次
的に添加すると、各段階で SPR シグナルの増大を確認することができた。このこ
とから、BCCP-Z-BPL を逐次的に添加することで、固相基板上に Z-domain を含
むポリマーの固定化が可能であるということがわかった。続いて、このポリマーに
対して抗体を添加し、抗体の捕捉が可能であるのかどうかについて検討を行った。
その結果、抗体の添加に伴い、SPR シグナルの増大を確認することができた。こ
のことから、固相基板上に固定化されたポリマーは抗体固定化能を有しているとい
うことがわかった。また抗体固定化後に抗原を添加すると、再び SPR シグナルの
増大を確認することができた（図 3-20）。以上の結果より、BCCP-Z-BPL を用い
て SPR センサーチップ上に Z-domain を含むポリマーを固定化することが可能で
あり、さらにそれを介して固定化された抗体は抗原結合活性を維持しているという
ことが確認された。 
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図 3-19 固相基板上への BCCP-Z-BPLの固定化および抗体固定化量の評価 
BPL-Cys2 を固定化後に BCCP-Z-BPLを逐次的に添加した結果を（A）に示し、抗体固定化
量の結果を（B）に示した。青の矢印は Running Buffer の添加開始地点、緑の矢印は終濃度
1 µM Biotin、10 µM ATP、20 µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、BPL-Cys2
と BCCP-Z-BPLの固定化では HBS-N Buffer を使用し、抗体の固定化では HBS-P Buffer を
使用した。 
 
 
 
図 3-20 抗原結合活性の検証 
青の矢印は Running Buffer の添加開始地点を示した。Running Bufferは、HBS-P Bufferを
使用した。 
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3-2-1-3 融合タンパク質の濃度変化に伴う抗体固定化量の変化 
BCCP-Z-BPLの添加条件の検討 
 SPR センサーチップ上への BCCP-Z-BPL の結合挙動を詳細に評価するために、
様々な濃度の Z-domain 融合タンパク質を添加し、その SPR シグナルの変化より
観察を行った。ここでは、まず BCCP-Z-BPLを段階的に添加せずに、長時間の添
加を 1回行った場合、抗体捕捉能にどのような影響がでるのかについて検討を行っ
た。具体的には、センサーチップ上に BPL-Cys2を固定化した後、終濃度 0.5 µM 
BCCP-Z-BPL を 30 分間添加した。その後、抗体を添加して、BCCP-Z-BPL の添
加条件の検討を行った。抗体は、Rabbit 由来の抗 MBP 抗体を使用した。
BCCP-Z-BPLを 30分間連続的に添加した結果を図 3-21に示した。この結果より、
連続的に添加した場合でも、抗体添加に伴い十分なレスポンスが観察できることが
わかった。連続的に添加した系では、逐次的に添加した系と比較して、抗体添加に
伴うレスポンスの増加レベルが小さいが、これは主に後者の方が抗体の添加時間が
長いことに起因しているものと考えられる。したがって、以降の実験では、実験操
作を簡略化するために、BCCP-Z-BPLを連続的に添加して固定化を行った。なお、
添加時間は 30分とした。 
 
 
図 3-21 BCCP-Z-BPLの長時間添加に伴う抗体固定化量の評価  
BCCP-Z-BPLの固定化量を（A）に示し、抗体固定化量を（B）示した。青の矢印は Running 
Buffer の添加開始地点を示した。Running Bufferは、BCCP-Z-BPLの固定化では HBS-N 
Buffer を使用し、抗体の固定化では HBS-P Buffer を使用した。 
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BCCP-Z-BPLの濃度変化に伴う抗体固定化量の評価 
次に SPR センサーチップ上への BCCP-Z-BPL の結合挙動をより詳細に評価す
るために、様々な濃度の BCCP-Z-BPL を添加し、その SPR シグナルの変化を観
察した。抗体は、Rabbit由来の抗MBP抗体を使用した。BCCP-Z-BPLの添加濃
度を変化に伴う抗体固定化量を評価した結果を図 3-22に示した。図 3-22の結果よ
り、BCCP-Z-BPLは終濃度 5 nM まで抗体の捕捉が可能であるということが確認
できた。また、コントロール実験として、Z1-BCCPを用いて同様の検討を行った。
Z1-BCCP の濃度変化に伴う抗体固定化量の変化をモニターした結果を図 3-23 に
示した。図 3-22と図 3-23の結果を定量的に評価するために、各 Z-domain融合タ
ンパク質の固定化量および抗体の固定化量を算出した。Z-domain融合タンパク質
の固定化量を定量的に表したものを表 3-4に示し、抗体固定化量を定量的に表した
ものを表 3-5に示した。表 3-4の結果より、Z-domain融合タンパク質の終濃度 500 
nM の結果を比較すると、BCCP-Z-BPL を利用した方が 1.8 倍も Z-domain の固
定化量が多いという結果が得られた。さらに、終濃度 50 nM の結果では、
BCCP-Z-BPL を利用した方が 4.9 倍も Z-domain の固定化量が多いという結果が
得られた。また表 3-5の結果より、抗体の捕捉量について比較すると、終濃度 50 nM 
の Z-domain 融合タンパク質を固定化した場合、BCCP-Z-BPL の方が 1.8 倍も抗
体固定化量が増大することがわかった。これらの結果より、Z1-BCCP に比べて、
BCCP-Z-BPL を利用した方が、固相基板上に固定化される Z-domain 数が多く、
さらに抗体の捕捉量も多くなるということが確認された。しかし、表 3-4と表 3-5
を比べると、本手法を利用した場合、固定化された Z-domain数に対して明らかに
抗体の捕捉量が低いことがわかった。つまり、BCCP-Z-BPL を利用して、固相基
板上に Z-domain を三次元的に固定化することは可能であるが、固定化された
Z-domainの多くは、抗体をうまく捕捉できない環境にあることが推測された。 
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図 3-22 BCCP-Z-BPLの濃度変化に伴う抗体固定化の変化  
BCCP-Z-BPLの固定化量を（A）に示し、抗体固定化量を（B）示した。青の矢印は Running 
Buffer を示した。Running Bufferは、BCCP-Z-BPLの固定化では HBS-N Buffer を使用
し、抗体の固定化ではHBS-P Buffer を使用した。 
 
 
 
図 3-23 Z1-BCCPの濃度変化に伴う抗体固定化量の変化  
Z1-BCCPの固定化量を（A）に示し、抗体固定化量を（B）示した。。青の矢印は Running Buffer
示した。Running Bufferは、Z1-BCCPの固定化では HBS-N Buffer を使用し、抗体の固
定化ではHBS-P Buffer を使用した。 
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表 3-4 Z-domain 融合タンパク質の濃度変化に伴う Z-domainの固定化量 
 
 
表 3-5 Z-domain 融合タンパク質の濃度変化に伴う抗体固定化量 
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3-2-1-4 抗体の固定化環境に関する検討  
 BCCP-Z-BPL を利用した抗体固定化技術では、固相基板上に固定化された
Z-domain数に対して抗体の捕捉量が明らかに低いことが確認された。この原因と
して、ポリマーの固定化環境に問題があると考えられた。つまり、固相基板上で
Z-domainを含むポリマーが密集した状態で固定化されているため、抗体がポリマ
ー層の内部に存在する Z-domain にアクセスしにくい環境が形成されているもの
と考えられた。そこで、BCCP-Z-BPL を固相基板上に固定化する際に、基板上の
BPLを部分的に BCCPでマスキングすることにより、BCCP-Z-BPLのポリマー間
に空間を確保することを試みた（図 3-24）。具体的には、様々な濃度の BCCPを共
存させた条件下で、BCCP-Z-BPL をセンサーチップ上に作用させ、その固定化を
行った。また BCCP-Z-BPL を固相基板上に固定化した場合、ポリマーの末端が
BPL となるため、ポリマーの表層でさえ抗体を固定化する環境として適していな
いと考えられた。そこで、固相基板上に BCCP-Z-BPLのポリマーを固定化した後
に、Z1-BCCP を添加し、より抗体が固定化されやすい環境の作製を試みた。さら
に、コントロール実験として、Z1-BCCPについても同様の検討を試みた。抗体は、
Rabbit由来の抗MBP抗体を使用した。BCCP-Z-BPLを用いて抗体の固定化量を
モニターした結果を図 3-25に示し、Z1-BCCPを用いて抗体の固定化量をモニター
した結果を図 3-26 に示した。また図 3-25 と図 3-26 から抗体固定化量を算出した
結果を表 3-6 にまとめた。これらの結果より、各抗体固定化量を比較すると、
BCCP-Z-BPLはBCCPの混合量が多くなるにつれて抗体の固定化量が増大してい
ることが確認された。一方で、Z1-BCCP の場合、BCCP の混合量が変化しても、
抗体の固定化量はそれほど大きく変化しなかった。さらに表 3-7の結果より、抗体
固定化量を比較すると、BCCP-Z-BPL を用いた方が約 4 倍程度、抗体固定化量が
多いことが確認された。これらの結果より、抗体を三次元的に固定化するためには、
ポリマーの周辺に適度な空間を確保することが重要であるということが明らかと
なった。 
 
 BCCP-Z-BPLを用いて三次元的に抗体を固定化することにより、Z1-BCCPを用
いた系よりも、より多くの抗体分子を固定化できるということがわかった。しかし、
この BCCP-Z-BPLを用いた系には大きな問題点が存在した。それは、ポリマー化
反応を制御できない点である。先に述べたように、この融合タンパク質は大腸菌内
で発現させた段階ですでに部分的にビオチン化反応が起こり、ポリマーが形成され
ている。したがって、すでにポリマー化したサンプルを固相基板上に作用させ固定
化することになるため、基板上でポリマーの重合度を制御することは困難である。
また、大腸菌内でのポリマー化反応は、その培養条件によって変化するため、大腸
菌から常に同一の重合度のサンプルを調製することは困難であり、その事がデータ
の再現性にも影響するものと考えられる。そこで次に示すような、基板上でのポリ
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マー反応を制御することが可能な別のアプローチで Z-domain のポリマー化を試
みた。 
 
 
図 3-24 BCCPを競合させた際の模式図：BCCP-Z-BPL 
 
 
 図 3-25 BCCP-Z-BPLと BCCPの競合実験  
BCCP-Z-BPLと BCCPの混合溶液を添加した時の結果を（A）に示し、抗体固定化量を（B）
に示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、
20 µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、BCCP-Z-BPLの固定化では 
HBS-N Buffer を使用し、抗体の固定化では HBS-P Buffer を使用した。 
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図 3-26 Z1-BCCPと BCCPの競合実験  
Z1-BCCPと BCCPの混合溶液を添加した時の結果を（A）に示し、抗体固定化量を（B）に
示した。青の矢印は Running Buffer示した。Running Bufferは、Z1-BCCPの固定化では 
HBS-N Buffer を使用し、抗体の固定化では HBS-P Buffer を使用した。 
 
 
表 3-6 BCCPの競合実験に伴う抗体固定化量の評価 
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3-2-2 多段階のビオチン化反応を利用した抗体固定化技術の開発 
 BCCP-Z-BPLを利用した抗体固定化技術では、ポリマー化の制御ができないとい
う欠点が存在した。そこで新たな戦略として、ポリマー化の反応の制御が可能な抗
体固定化技術の開発を試みた。具体的には、序論で述べたように BPL ダイマーと
BCCP ダイマーという 2 つのユニットを交互に添加して、固相基板上にポリマー
を固定化した後、抗体を三次元的に固定化する技術の開発を行った（図 1-15）。 
 
3-2-2-1 使用するタンパク質のキャラクタリゼーション 
BPLダイマーの調製 
 このアッセイ系を構築する上で重要となる BPL ダイマーの調製を行った。具体
的には、BPL-Cys1のシステイン残基を架橋剤である 1,6- bis maleimide hexane
で連結することにより、BPLダイマーを調製した（図 3-27）。具体的な実験手順を
以下に示す。 
 
まず 125 nmol の BPL-Cys1に対して終濃度 2.5 mM EDTAと終濃度 10 mM 
DTT を加え、37℃で 90 分間反応させて還元処理を行った。還元処理後、1×PBS
に終濃度 5 mM EDTAを加えた Bufferを用いて、簡易ゲル濾過カラムでカラム処
理を行った。ここで回収されたサンプルを 1つにまとめ、BPL-Cys1の濃度測定を
行った。BPL濃度を測定した後、BPL-Cys1と架橋剤の混合比が 2 : 0.8 になるよ
うに混合し、ロータリーミキサーを用いて 25℃で 16 時間反応させた。反応後、
SDS-PAGEを用いてダイマーの形成を確認した。BPLダイマー形成後、疎水性カ
ラムクロマトグラフィーを利用して、BPL ダイマーの単離を行った。さらに、よ
り高純度なサンプルを得るために、この操作を 2回行った。その後、セントリカッ
トを用いて BPL ダイマーの濃縮を行った。濃縮後、吸収スペクトル測定を行い、
濃度を見積り、収量を算出した。典型的なケースで、22 µMの BPLダイマー溶液
が 2.5 mL得られた。上記の手順で、BPLダイマーを単離した結果を図 3-28に示
した。これより各精製段階を経るにつれて、BPL ダイマーの純度が高くなってい
ることがわかる。さらに画像解析ソフト Image J を用いて画像解析を行い、BPL
ダイマーの含有率を算出した。BPL ダイマーの含有率は下記の式より算出した。
その結果、最終的に 97 % の純度の BPLダイマーの単離に成功した。 
 
BPL ダイマーの含有率（％）＝
BPL ダイマーのピーク面積
BPL モノマーのピーク面積+ BPL ダイマーのピーク面積
 ×  100 
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図 3-27 BPLダイマーの作製手順 
 
 
 
 
図 3-28 BPLダイマーの単離・精製 
BPLダイマーの単離・精製の結果を（A）に示し、BPLダイマーの含有率をまとめた結果を（B）
に示した。 
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BPLダイマーのキャラクタリゼーション 
 次に、精製した BPLダイマーが酵素活性を有しているかどうか TOF-MSを用い
て評価した。具体的には、まず 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 1 mM ATP、5 mM 
MgCl、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、5 µM BCCP を混合した溶液を調製し、そこ
へ終濃度 5 µM BPLダイマーを添加して、37℃で 30分間反応させた。その後、
TOF-MSを用いて BCCPの分子量測定を行うことで、BPLダイマーのビオチン付
加活性を評価した。また BPL ダイマーを添加していない反応溶液をコントロール
とした。 
TOF-MSを用いて反応溶液中のBCCPの分子量を測定した結果を図3-29に示し
た。コントロールの場合、BCCP の分子量は 7445 であるのに対して、BPL ダイ
マーを含んだ反応溶液では、BCCP の分子量は 7672 であった。BPL は、酵素活
性を有している場合、BCCP にビオチンを共有結合で固定化する反応を触媒する。
またビオチンの分子量の理論値は 227 である。つまり、コントロールと反応溶液
の各BCCPの分子量の差は227であり、これはビオチンの分子量に相当するため、
作製した BPLダイマーは酵素活性を有しているということがわかった。 
 
 
 
図 3-29 BPLダイマーの酵素活性測定 
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BCCP-Z-BCCPのキャラクタリゼーション 
 図 1-15 に示した抗体固定化技術において、もう一つの要となるタンパク質が
BCCP-Z-BCCP である。ここでは、この融合タンパク質のキャラクタリゼーショ
ンを試みた。まずは BCCP-Z-BCCPが基質として機能するかどうかを TOF-MSを
用いて検証を行った。具体的には、50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 1 mM ATP、5 
mM MgCl2、0.1 mM Biotin、0.1 M KCl、5 µM BCCP-Z-BCCP を混合した溶液
を作製し、BPL を添加して 37℃で 30 分間反応させた。その後、TOF-MS を用い
て BCCP-Z-BCCP の分子量測定を行うことで、基質として機能するかどうか検証
した。BPLの添加濃度は、終濃度 10 µM、5 µM、0 µMの合計 3パターンで検討
を行った。TOF-MSを用いて各反応溶液を測定した結果、BPLの終濃度 0 µMの
とき分子量 23097 の位置でピークが得られ、BPL の終濃度 5 µM のとき分子量
23098、23321、23547 の 3箇所でピークが得られ、BPLの終濃度 10 µMのとき
分子量 23541 の位置でピークが得られた（図 3-30）。BCCP-Z-BCCP の分子量の
理論値は 23112、ビオチンの分子量の理論値は 227 である。さらに理論値をもと
にBCCP-Z-BCCPにビオチンが1分子付加した場合、その分子量は23339となり、
ビオチンが 2分子付加した場合、その分子量は 23566となった。図 3-30と理論値
を比較すると、BPLの終濃度 0 µMのときのピークは BCCP-Z-BCCPのピークで
あるということがわかった。また BPL の終濃度 5 µM の時に得られたピークは、
BCCP-Z-BCCP 単体、ビオチンが 1 分子付加した BCCP-Z-BCCP、ビオチンが 2
分子付加した BCCP-Z-BCCP であるということがわかり、BPL の終濃度 10 µM 
で見られたピークは、ビオチンが 2分子付加した時の結果であるということがわか
った。以上の結果より、大腸菌から単離・精製した BCCP-Z-BCCPの BCCP部位
は、共に基質活性を維持していることが確認された。 
 
 
図 3-30 BCCP-Z-BCCPのビオチン固定化能の評価 
終濃度 5 µM BCCP-Z-BCCPに対して、様々な終濃度の BPLと反応させた時の結果を示した。
具体的には、終濃度 0 µM の BPLと反応させた時の結果を( A ) に示し、終濃度 5 µM の BPL
と反応させた時の結果を( B ) に示し、終濃度 10 µM の BPLと反応させた時の結果を( C ) に
示した。 
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BPLダイマーと BCCP-Z-BCCPの複合体形成の観察 
 BPLダイマーとBCCP-Z-BCCPを用いて固相基板上でポリマーを形成させる前
に、両者を均一溶液中で混合してポリマー化が形成されるかどうか確認を行った。
ここでは、非変性ゲル電気泳動法と走査型プローブ顕微鏡を用いた観察により、ポ
リマー化の評価を行った。 
 
まずは非変性ゲル電気泳動法を用いて、BPLダイマーと BCCP-Z-BCCPの会合
挙動の観察を試みた。具体的には、まず終濃度 10 µM BCCP-Z-BCCP、10 µM BPL
ダイマー、1 mM ATP、5 mM MgCl2、5 µM Biotin、0.1 M KCl の混合溶液を
作製し、37 ℃で 30 分間反応させた。反応後、非変性ゲル電気泳動用にサンプル
調製を行い、電気泳動を行った。コントロールとして、「BCCP-Z-BCCP のみ」、
「BPL ダイマーのみ」、「ビオチン化反応なし」の合計 3 種類についても、電気泳
動を行った。「ビオチン化反応なし」のサンプルは、ビオチン非存在下で同様の操
作を行った。非変性ゲル電気泳動法を用いて会合挙動を確認した結果を図 3-31 に
示した。コントロールである「BCCP-Z-BCCP のみ」と「BPL ダイマーのみ」の
結果に着目すると、BCCP-Z-BCCPの泳動結果からは 150 kDa付近にスメアなバ
ンドが観察され、BPLダイマーの泳動結果から 150 kDaよりも高い位置から複数
のバンドが観察された。BCCP-Z-BCCPの分子量は 23 kDa、BPLダイマーの分子
量が 55 kDa であり、どちらも実際の分子量よりも高い位置にバンドが観察された。
この理由として、どちらも人工的に作製したタンパク質であることが原因であると
考えた。サイズマーカーとして利用しているタンパク質はすべて球状のタンパク質
であるが、BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーはともに人工的に複数のタンパク質を
連結したものであるため、電気泳動を行うと同じ分子量の球状のタンパク質と比較
して泳動度が小さくなるものと考えられる。特に BCCP-Z-BCCP に関しては非常
に細長い構造をしていることが予想されるため、泳動度がかなり小さくなったもの
と考えられる。一方、BPL ダイマーで複数のバンドが観察されたのは、電気泳動
の条件下ではゲルの網目の中で非常に高濃度にサンプルが濃縮されるため、非特異
的に BPL ダイマー同士が会合し、一連のバンドとして観察されたものと考えられ
る。したがって、各タンパク質の単独での泳動挙動は理論的に説明可能なものであ
ると考えられる。 
 一方で、両タンパク質を混合してビオチン化反応をさせたサンプルに着目すると、
泳動バンドがほとんど消失しており、僅かに高い位置にバンドが観察されるだけで
あった。コントロールのビオチン化反応させていないサンプルに関しては、両タン
パク質を単独で泳動させたものをほぼ重ね合わせたものとなった。これらの結果よ
り、BCCP-Z-BCCP と BPLダイマーは、ビオチン化反応により会合してサイズの
大きなポリマーを形成しているものと考えられた。 
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図 3-31 非変性ゲル電気泳動法を利用した会合挙動の確認 
 
 
 BCCP-Z-BCCPと BPLダイマー間でのポリマー形成に関して、さらに直接的な
証拠を得るために、走査型プローブ顕微鏡を用いてポリマーの観察を試みた。具体
的には、「BCCP-Z-BCCPのみ」、「BPLダイマーのみ」、「ビオチン化反応溶液」の
3 つのサンプルについて観察を行った。BCCP-Z-BCCP と BPL ダイマーを用いた
ポリマーの形成は、非変性ゲル電気泳動法と同様の手順で行った。走査型プローブ
顕微鏡で観察した結果を図 3-32 に示した。BCCP-Z-BCCP と BPL ダイマーを混
合してビオチン化反応させたサンプルに関しては、大きな複合体の存在を示唆する
構造体が観察された。一方で、両タンパク質を単独で観察した場合には、そのよう
な構造体は明瞭に観察できなかった。これらの結果と先の非変性ゲル電気泳動の結
果を併せると、両タンパク質はビオチン化反応により会合してポリマーを形成する
ものと判断できた。 
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図 3-32 走査型プローブ顕微鏡を利用した会合挙動の観察 
BPLダイマーのみの観察結果を ( A ) に示し、BCCP-Z-BCCPのみの観察結果を ( B ) に示し、
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを用いて形成したポリマーの観察結果を ( C ) に示した。各
データの左図に形状像、右図に三次元像を示した。 
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3-2-2-2 融合タンパク質のセンサーチップ上への固定化 
 BPLダイマーと BCCP-Z-BCCPを用いて、ポリマーの形成が可能であることが
確認できたので、次に固相基板上でポリマーを形成できるかどうかについて検討を
行った。具体的には、SPR センサーチップ上に BPL-Cys2 を固定化した後、
BCCP-Z-BCCP と BPL ダイマーを交互に添加して、Z-domain を含むポリマー鎖
を形成できるかどうか評価した。なお、各タンパク質を添加した後、Running 
Buffer による洗浄を行った。この際、タンパク質の添加時間と洗浄時間は共に 10
分間とした。また抗体としては、Rabbit 由来の抗 GFP 抗体を使用した。最初の
BCCP-Z-BCCP 添加後の BPL ダイマーと BCCP-Z-BCCP の添加を 1 サイクルと
して、これを計 3サイクル繰り返した際に得られた SPRシグナルの変化を図 3-33
の（A）に示した。両タンパク質の添加に伴い各段階で顕著なシグナルの増大がみ
られた。またこのシグナルの変化から算出した各段階でのタンパク質の固定化密度
を表 3-7 に示す。特に BPL ダイマーの固定化量に着目すると、各段階で固定化量
がほぼ等しいため、期待通り基板上でポリマー鎖が形成されているものと考えられ
た。このような処理を施したセンサーチップ上にさらに抗体を添加した際に得られ
た挙動を図 3-33 の（B）に示す。これより、この場合も明瞭なシグナルの増大が
みられたため、センサーチップ上に固定化された Z-domainは抗体結合能を有して
いるものと考えられた。 
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図 3-33 BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを組み合わせた抗体固定化法の評価 
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを交互に添加した結果を（A）に示し、抗体の固定化量を（B）
に示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、
20 µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、HBS-P Bufferを使用した。 
 
 
表 3-7 Z-domainを含むポリマーの固定化挙動と抗体捕捉量の評価 
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3-2-2-3 抗体の固定化環境に関する検討 
 BCCP-Z-BPL を利用した抗体固定化技術の検討を行った際に、ポリマーの周辺
に適度な空間を確保することが重要であるということがわかった。そこで、
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを用いた抗体固定化技術においても、抗体の捕捉
量が増大するかどうかについて検討を行った。具体的には、BPL を固定化したセ
ンサーチップ上に、BCCP-Z-BCCP を固定化する際、BCCP と競合的に固定化す
ることで、ポリマーの周辺に適度な空間を確保することを試みた（図 3-34）。具体
的には、BPLを固定化したセンサーチップ上に、最初に BCCP-Z-BCCPを添加す
る際に BCCPを共存させ、その後は図 3-35と同様に実験を行った。その際に観察
されたシグナルの変化を図 3-35 の（A）に示す。また、そのセンサーチップに抗
体を添加した際に観察されたシグナルの変化を図 3-35 の（B）に示す。抗体の固
定化量を図 3-33のものと比較すると、約 2倍程度の増大が確認された。 
 
 
 
 
図 3-34 BCCPを競合させた際の模式図：BCCP-Z-BCCPと BPLダイマー 
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図 3-35 BCCPとの競合反応による抗体固定化量の評価：BCCP-Z-BCCP 
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを交互に添加した結果を（A）に示し、抗体の固定化量を（B）
に示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、
20 µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、HBS-P Bufferを使用した。 
 
 
次に、BCCP-Z-BCCP と BPLダイマーを用いた三次元的な抗体固定化技術の優
位性を評価するために、単層的な抗体固定化技術との比較を行った。ここでは、単
層的な抗体固定化法として、Z1-BCCPを用いて同様の実験を行った。具体的には、
図 3-35 の結果において、BCCP-Z-BCCP の代わりに Z1-BCCP を用いて、まった
く同じ実験操作を行い、シグナルの変化を観察した。その際に観察されたシグナル
の変化を図 3-36 に示す。また BCCP-Z-BCCP と Z1-BCCP を用いた系について、
シグナルの変化からそれぞれのタンパク質の固定化密度を算出した結果を表 3-8
に示す。ここで両系について、BPL ダイマーの固定化密度を比較すると、
BCCP-Z-BCCPの系ではサイクルが進行してもBPLの固定化密度が減少していな
いのに対して、Z1-BCCP の系では BPL ダイマーの固定化密度が非常に低く、ま
たサイクル数が進行するとほとんど固定化が見られなくなることがわかった。この
ことは、BCCP-Z-BCCP の系では、BPLと BCCP間の結合反応を介したポリマー
鎖の形成が起こっていることを明瞭に裏付けるものである。一方で、抗体の固定化
90 
 
密度を比較すると、両系で差は見られなかった。これより BCCP-Z-BCCP の系で
は、期待通り Z-domainを含むポリマー鎖は形成されているが、抗体の固定化量に
関しては、十分なレベルに達していないことがわかった。 
 
 
図 3-36 BCCPとの競合反応による抗体固定化量の評価：Z1-BCCP 
Z1-BCCPと BPLダイマーを交互に添加した結果を（A）に示し、抗体の固定化量を（B）に
示した。青の矢印は Running Buffer示した。緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、20 
µM MgCl2を添加した地点を示した。Running Bufferは、HBS-P Bufferを使用した。 
 
 
表 3-8 Z-domainの固定化量と抗体捕捉量の比較 
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3-2-2-4 融合タンパク質の添加回数に関する検討 
 抗体の固定化環境を検討した結果、本手法の抗体の固定化量は単層系と比較して、
同じレベルであった。そこで、抗体固定化量の向上を目指して、次に、Z-domain を
含むポリマーの重合度を増やすことにした。Z-domainを含むポリマーが長くなる
につれて、固相基板上に固定化される Z-domain数が増大し、結果として、抗体の
固定化量が増大することが期待された。そこで、BCCP-Z-BCCPの添加回数を、3
回、4回、5回の合計 3パターンで検討を行った。その際に得られたシグナルの変
化を図 3-37 に示す。また、そこで得られたシグナルの変化から各タンパク質の固
定化量を計算した結果を表 3-9に示す。これより、サイクル数を増やした場合も各
段階でシグナルの増大が見られ、ポリマー鎖の伸長反応は起こっていることがわか
る。しかし、抗体の固定化量を比較すると、サイクル数を増やしてもほとんど増大
しないことがわかった。したがって、本実験系では、サイクル数を増やすことは、
抗体の固定化量を増やす上で有効な手段ではないことがわかった。 
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図 3-37 Z-domain 融合タンパク質の添加回数の評価：BCCP-Z-BCCP 
BCCP-Z-BCCPの添加回数 3回の結果を( A )、添加回数 4回の結果を( B )、添加回数 5回の結
果を( C ) に示した。それぞれの結果の左図に、ポリマー化タンパク質の固定化量を示し、右
図に抗体の固定化量を示した。青の矢印はRunning Buffer示し、緑の矢印は終濃度1 µM Biotin、
10 µM ATP、20 µM MgCl2を添加した地点を示した。 
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表 3-9 BCCP-Z-BCCPの添加回数に伴う抗体固定化量の評価 
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3-2-2-5 イムノセンシング技術としての評価 
 BCCP-Z-BCCPと BPL ダイマーを用いた抗体固定化技術は、現段階ではまだ抗
体の固定化量が十分ではなく実験系の改良を必要とするが、現時点でのイムノセン
シング技術としての評価を試みた。まず、本手法で固定化された抗体が抗原結合活
性を維持しているかどうかについて検証を行った。抗体は、Rabbit由来の抗 GFP
抗体を使用し、抗原には BFP を使用した。ここでは、抗原検出感度を高めるため
に、抗体の添加時間を 10分間とした。BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを用いて、
センサーチップ上でポリマー鎖を形成させた後、抗体を添加し、その後抗原を添加
した際に観察されたシグナルの変化を図 3-38 に示す。これより、抗原添加後に顕
著なシグナルの増大が見られた。抗体および抗原の添加に伴うシグナルの変化から
それぞれの固定化密度を算出すると、図 3-38 Dに示すようにほぼ同レベルである
ことから、捕捉した抗体の大部分は抗原結合活性を維持しているものと考えられた。 
 
 
図 3-38 抗原結合活性の評価 
BCCP-Z-BCCPと BPLダイマーを用いてポリマーを固定化している挙動を( A ) に示し、抗体固定
化時の結果を( B ) に示し、抗原捕捉時の結果を ( C ) に示した。また( A )から ( C ) で得られた
SPRシグナルとタンパク質の固定化密度を算出した結果を (D) にまとめた。青の矢印は Running 
Buffer示し、緑の矢印は終濃度 1 µM Biotin、10 µM ATP、20 µM MgCl2 を添加した地点を示し
た。Running Bufferは、HBS-P Buffer を使用した。 
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 次に、本手法の抗原検出能をさらに評価するために、抗体を固定化した後、様々
な濃度の抗原を添加し、シグナルの変化を観察した。またコントロールとして、
Z1-BCCPを用いた単層的な抗体固定化法についても同様に検討した。抗原の濃度
は、終濃度 10 nM、5.0 nM、2.0 nM、1.0 nM の合計 4パターンとした。 
 BCCP-Z-BCCPおよび BPLダイマーを用いた系について、観察された抗原添加
に伴うシグナルの変化を図 3-39 に示す。またこのシグナルの変化から抗原の固定
化密度を計算した結果を表 3-10に示す。これらの結果より、抗原濃度が 2 nM か
ら 10 nMの条件下では両系にほとんど違いは見られなかったが、1 nMの低濃度の
条件下において違いが見られた。抗原濃度が 1 nMの条件下では、BCCP-Z-BCCP
を用いた系の方が Z1-BCCPを用いた系よりも、抗原の捕捉量が約 1.7倍大きいこ
とがわかった。これより BCCP-Z-BCCP を用いた三次元固定化系の方が、高感度
検出が可能であることがわかり、本戦略の有効性を示すものである。しかし、現段
階では三次元固定化による効果は限定的なものであるため、今後、BPL ダイマー
や BCCP-Z-BCCP のデザインを含め、実験条件について改良が必要であると考え
られる。 
 
図 3-39 抗原検出能の評価 
本手法の抗原検出能の結果を（A）に示し、単層系の抗原検出能の結果を（B）に示した。 
 
 
表 3-10 抗体固定化量および抗原捕捉量の評価：BCCP-Z-BCCP 
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第 4 章 結論 
 
 イムノセンシングとは、哺乳動物の体内で生産される抗体を用いた分析技術の総
称であり、イムノアッセイとも呼ばれる技術である。抗体は非常に高い分子認識能
力を有しているため、ある特定の物質、つまり抗原と特異的に結合する性質がある。
イムノアッセイは、このような抗体の高い分子認識能力を利用した分析技術で、病
原体の検知や健康診断、環境モニタリングなど幅広い分野で活用される技術である。
このような抗原抗体反応を利用した高感度なアッセイ系を構築するためには、一般
に抗体を固相基板上へ固定化する必要がある。現在汎用されているアッセイ系の多
くでは、抗体は非特異的な物理吸着を利用して固相基板上へ固定化されているため、
固相基板との直接接触による変性や、ランダムな固定化に伴い抗原との結合に関与
できない抗体が高い割合で存在するという問題を有している。この問題を克服する
ために、これまでに抗体を間接的に固定化する様々な原理に基づいた技術が開発さ
れているが、中でも抗体結合タンパク質を利用した技術が最も多く提案されている。 
抗体結合タンパク質としては、微生物に由来する Protein Aや Protein Gが良く
知られている。これらの抗体結合タンパク質は、抗体の定常領域と特異的に結合す
る性質を有しているため、これらを利用して抗原結合活性を維持した状態で抗体を
捕捉することが可能である。一方で、イムノセンシング系として活用する上でもう
１つ考慮すべき要素として、抗体の固相基板上での固定化密度があげられる。抗体
をあまりにも固相基板上に密に固定化すると、抗体の抗原捕捉部位が、隣接する抗
体と近接し、抗原の捕捉に影響がでることになる。したがって、理想的には固相基
板上での固定化密度を制御して抗体結合タンパク質を固定化し、それを利用して抗
体を捕捉する技術の開発が必要であると考えられる。また実用性を考えると、簡便
に低コストで抗体を固定化できるということも重要な要素となる。 
一方で近年ではイムノセンシング系の検出感度の増大を目的として、基板上への
抗体の三次元的な固定化技術が提案されている。実際に抗体を三次元的に固定化す
ることにより高感度化に成功した例は報告されているが、実用的な技術として活用
する上で課題を残している。それは抗体の固定化環境の制御である。現在提案され
ている技術ではポリマー担体を介して抗体が固定化されている。その際、それらポ
リマーの重合度やポリマーへの抗体の結合反応を制御することができないため、結
果的に抗体の固定化環境を制御できない状態となっている。その結果、上述のよう
な抗体の固定化密度が高くなり過ぎ、立体障害により抗原をうまく捕捉できないと
いう問題が生じている。また、ポリマー担体そのものへの非特異的な吸着という問
題点もある。さらに、操作手順が煩雑であることやコストが高すぎるという実用上
の観点からの問題も有している。 
本研究では、古細菌の S. tokodaii 由来のビオチン化反応を利用して、このよう
な既存の技術の問題点を克服できるような、新規な原理に基づいた抗体固定化技術
の開発を試みた。具体的には、本論文で述べてきたように、「一段階のビオチン化
97 
 
酵素反応を利用した抗体固定化技術の開発」および「多段階のビオチン化酵素反応
を利用した抗体固定化技術の開発」という２つのアプローチで抗体固定化技術の開
発を行った。以下、それぞれの研究成果について概説にすると共に今後の展望を述
べる。 
 
一段階のビオチン化酵素反応を利用した抗体固定化技術の開発 
まず簡便に高感度なイムノセンシング系を構築することを目的として、一段階の
ビオチン化酵素反応を利用した抗体固定化技術の開発を行った。ここでは、抗体結
合タンパク質として Protein Aの抗体結合ドメインの変異体である Z-domainに着
目し、それを固相基板上に一段階のビオチン化反応を介して固定化した。その目的
のために Z-domainに BCCPを連結した二種類の融合タンパク質（Z1-BCCP及び
Z2-BCCP）を作成した。一方で固相基板として QCMのセンサーチップを活用し、
その表面に BPL を固定化し、そこにビオチン化反応を介してそれら融合タンパク
質を捕捉した。その後、抗体及び抗原を添加し、イムノセンシング技術として性能
を評価した。その結果、Z1-BCCP 及び Z2-BCCP 共に固相基板上に固定化するこ
とが可能であり、それらを介して効率良く抗体を捕捉することに成功した。また、
捕捉した抗体は抗原に対する結合活性を維持していることが確認できた。一方で、
Z1-BCCP と Z2-BCCP の結果を比較すると、抗体の捕捉能そして捕捉した抗体の
抗原結合能ともに、Z2-BCCP を用いた方が高い値を示した。これについては、
Z-domainの連結数の増加に伴い抗体分子に対する見かけの結合親和性の増大した
ことや、１つの Z-domainユニットがリンカーとして機能したこと等が要因として
考えられる。 
 また、イムノセンシング系として性能を評価するために、既存の抗体固定化技術
を利用して同様の実験を行い、抗原検出感度について比較を行った。まず抗体を非
特異的に物理吸着させた系と比較すると、本系を利用した方が、抗原の添加に伴う
シグナルの変化が明らかに大きく、高感度検出が可能であることがわかった。例え
ば、3 nM の抗原を添加した際には、本系の方が 13 倍高いシグナルの変化を示し
た。次に、Z-domainを固相基板上にシステイン残基を介して直接に固定化した系
との比較を行うために、Z2-Cysを調製した。そして、Z2-Cysを利用して抗体をセ
ンサーチップ上で捕捉し、その後抗原を添加し、その検出感度を本系で得られたデ
ータと比較した。その結果、高濃度領域では両系に顕著な違いは見られなかったが、
低濃度領域において本系の優位性が見られた。すなわち 0.3 nMの抗原を添加した
際には、本系の方が 1.5 倍程度大きなシグナルが得られ、また、Z2-Cys を利用し
た系では、0.1 nMの抗原を添加した際に有意なシグナルは得られなかったが、本
系では抗原の存在を示す顕著なシグナルが得られた。したがって、本系を利用して
抗体を固定化した方が、抗原の高感度検出が可能であることがわかった。 
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 本手法と既存の抗体固定化技術を比較し、その特性を表 4-1 にまとめた。まず、
今回の検討結果より、既存の手法と比較して、本系の方が高感度検出が可能である
ということが明らかとなった。このような優位性は、固相基板上での抗体の固定化
環境に由来するものと考えられる。Z2-Cys を利用した系では Z-domain が非常に
密接した状態で固相基板上に固定化されるため、結果的に固相基板上で抗体が互い
に密接した状態で存在する環境が生じやすいものと考えられる。一方で、本系では、
固相基板上で足場として利用する BPL の分子サイズが、Z-domain や BCCP の分
子サイズよりも大きいため、抗体結合タンパク質の周辺に適度な空間が確保され、
結果として、固定化される抗体間にも適度な間隔が保たれるものと考えられる。そ
れによって、本系の方が、抗原との結合に有利な環境にある抗体分子の数が多くな
り、抗原の検出感度の増大に繋がったものと考えられる。一方で、本系では、Z2-Cys
の直接固定化系と比較して１段階余分なステップを必要とするが、S. tokodaii の
ビオチン化反応は非常に速やかに反応が進行するために、汎用的な使用に十分に耐
えうるレベルであると考えられる。また、本系と Z2-Cysを利用した系では、抗体
結合タンパク質を介して抗体をその配向を制御した状態で固定化できるため、再現
性の高い分析が可能になるものと考えられる。しかし、固相基板上に抗体を直接固
定化する系では、抗体がランダムに固定化されるため、再現性が低くなってしまう
ことが考えられる。 
 このように本研究では既存の技術よりも優れた特性を有する抗体の固定化技術
の開発に成功したが、現状では、その優位性が限定的であるためさらに系の改良が
必要であると考えられる。例えば、BCCPに連結する Z-domainの数を増やすこと
や、BCCPと Z-domainをつなぐリンカー配列を調整すること等が考えられる。ま
た、多段階のビオチン化系で検討したような、固相基板上に存在する BPL の一部
を BCCPでマスクして、Z-domainの間にさらに十分な空間を確保することも有効
であるかもしれない。このような検討を通じて本系の最適化を行うことにより、実
用的な技術へと展開できるものと期待される。 
 
表 4-1 抗体の単層的な固定化技術の比較 
固定化技術 検出感度 簡便性 再現性 
ビオチン化反応系 ◎ ○ ◎ 
非特異的な物理吸着を
利用した系 
× ◎ △ 
抗体結合タンパクを 
直接固定化した系 
○ ◎ ◎ 
◎：優れている 〇：良好である △：あまり良くない ×：良くない 
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多段階のビオチン化酵素反応を利用した抗体固定化技術の開発 
次により高感度なアッセイ系の構築を目的として、多段階のビオチン化反応を利
用した固相基板上への抗体の三次元的な固定化技術の開発を試みた。具体的にはビ
オチン化反応により複数分子の Z-domain を固相基板上で連結し、その Z-domain
を含むポリマーを利用して抗体の三次元的な固定化を試みた。ここでは、Z-domain
の N 末端と C 末端にそれぞれ BCCP と BPL を連結した融合タンパク質
（BCCP-Z-BPL）を利用した系と、BPLダイマー及び、Zドメインの両末端にBCCP
を連結した融合タンパク質（BCCP-Z-BCCP）を利用した系について検討を行った。 
 まず BCCP-Z-BPL を利用した系を構築し、そのイムノセンシング技術として評
価を行った。まず BCCP-Z-BPLの大腸菌での発現系を構築し、それを利用して大
腸菌から BCCP-Z-BPLを単離・精製した。まず精製した BCCP-Z-BPLについて、
非変性ゲル電気泳動を行い、会合状態を確認したところ、高分子量付近に連続的な
バンドが確認されたため、大腸菌内に発現させた段階ですでに部分的にポリマーを
形成していることがわかった。しかし、ビオチン化反応によりさらに大きな複合体
を形成することから、ビオチン付加活性は維持していることがわかった。そこで、
そのまま予定どおり固相基板上に固定化し、イムノセンシング系としての評価を試
みた。SPRセンサーチップ上に BCCP-Z-BPLを添加し、そのシグナルを観察した
ところ、顕著なシグナルの増大が観察され、BCCP-Z-BPL を基板上に固定化でき
ることがわかった。また、そのセンサーチップに抗体を添加したところ、再び顕著
なシグナルの増大が見られたため、BCCP-Z-BPL を利用して抗体を捕捉できるこ
とがわかった。 
さらに、BCCP-Z-BPL の固定化環境についても検討行った。すなわち、
BCCP-Z-BPL をセンサーチップ上に添加する際に、BCCP を共存させることによ
り、センサーチップ上の BPLの一部を BCCPでマスクすることを試みた。その結
果、BCCPを共存させることにより、２倍以上抗体の固定量を増大させることに成
功した。これは、基板上に固定化された BCCP-Z-BPLのポリマー間に空間が生じ、
抗体を捕捉し易くなったためであると考えられた。また、同様の実験を Z1-BCCP
を用いて行い、抗体の固定化密度を比較した。その結果、BCCP-Z-BPL を用いた
系の方が、最大で４倍程度、抗体の固定化密度が高いことがわかった。したがって、
これは BCCP-Z-BPL のポリマーが基板上に固定化され、基板上に存在する
Z-domainユニットが増大したためであると考えられた。 
このように BCCP-Z-BPLを利用した系は、抗体固定化系として有用性を有して
いると考えられるが、しかしこの BCCP-Z-BPLを用いた系には大きな問題点が存
在した。それはポリマー化反応を制御できない点である。先に述べたように、この
融合タンパク質は大腸菌内で発現させた段階ですでに部分的にビオチン化反応が
起こり、ポリマーが形成されている。したがって、すでに部分的にポリマー化した
サンプルを固相基板上に作用させ固定化することなるため、基板上でポリマーの重
合度を制御することは困難である。また、そのことはデータの再現性に影響を及ぼ
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すものと考えられる。そこで、次に BPLダイマーと BCCP-Z-BCCPを用いた系に
ついて検討を行った。 
 
 BPLダイマーと BCCP-Z-BCCPを用いた系では、BPLを固定化した基板上に両
タンパク質を交互に添加し、ビオチン化反応を介して、Z-domainユニットを含む
ポリマー鎖を形成させることを試みた。まず均一溶液中で BPL ダイマーと
BCCP-Z-BCCP を混合して反応を行い、ポリマー化反応が起こるかどうかを検証
した。反応溶液について、非変性ゲル電気泳動や走査型プローブ顕微鏡による観察
を行うことにより、これら２つのタンパク質を混合することにより、ポリマーが形
成されることを確認した。その後、SPR センサーチップ上でのポリマー形成を試
みた。BPL を固定化したセンサーチップ上に、BCCP-Z-BCCP と BPL ダイマー
を交互に添加したところ、両タンパク質の添加に伴い、顕著なシグナルの増大が確
認され、期待通り基板上でポリマー化反応が進行しているものと考えられた。さら
に、そのセンサーチップを利用して抗体を捕捉できることがわかった。 
また BCCP-Z-BPLの系と同様に、最初に BCCP-Z-BCCPを添加する際に BCCP
を共存させることにより、抗体の捕捉量を増大できることがわかった。さらにコン
トロールとして、BCCP-Z-BCCPの代わりに Z1-BCCPを用いて同様に実験を行い、
両系の比較を行った。その結果、Z1-BCCPを用いた系では、BPLダイマーを添加
してもシグナルの増大はほとんど見られなかったことから、BCCP-Z-BCCP を用
いた系でポリマー化反応が進行していることが裏付けられた。しかしながら、抗体
の捕捉量に関しては、BCCP-Z-BCCP を用いた系の優位性は確認できなかった。
一方で、抗原添加に伴うシグナルの変化を比較すると、BCCP-Z-BCCP を用いた
系の方が若干ではあるが、低濃度領域でより大きなシグナルとして検知され、より
高感度な検出が可能であることがわかった。 
 
多段階のビオチン化反応系と一段階のビオチン化反応系についてそれらの特性
を比較したものを表 4-2 に示す。まず検出感度に関しては、上述したように、
BCCP-Z-BCCPを用いた系では、Z1-BCCPを用いた系よりも若干の感度の上昇が
みられた。現段階では多段階反応の優位性は僅かではあるが、今後、実験系の最適
化を通じて、より高感度な検出系を構築することも可能であると考えている。一方
で、BCCP-Z-BCCPを用いた系では、Z-domainを基板上に固定化するために、二
種類のタンパク質を交互に添加する必要があるため、一段階のビオチン化反応系や
BCCP-Z-BPL を用いた系よりも、簡便性という観点からは劣ることになる。しか
し、BCCP-Z-BCCP を用いた系では、基板上でのポリマー化反応を制御すること
が可能であるため、BCCP-Z-BPL を用いた系よりも、再現性の高い分析が可能で
ある。抗体の捕捉量については、BCCP-Z-BPLを用いた系において、Z1-BCCPを
用いた系よりも明らかに高い値が観察された。以上の特徴から、多段階のビオチン
化反応を利用した２種類のアプローチはどちらも、抗体固定化技術としての高い潜
在能力を有しており、今後、最適な系を構築することにより、優れたイムノセンシ
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ング系へ発展させることができるものと期待される。特に、BPL ダイマーと
BCCP-Z-BCCP を用いた系は、固相基板上でのポリマー化反応を完全に制御する
ことができるという、既存の三次元的な抗体固定化技術にはない特性を有しており、
今後の展開が特に期待できる技術であると考えられる。 
 
 
表 4-2 多段階のビオチン化反応系と一段階のビオチン化反応系の比較 
固定化技術 検出感度 簡便性 再現性 
抗体の 
捕捉量 
多段階のビオチン化系 
（BCCP-Z-BPL） 
― ○ △ ◎ 
多段階のビオチン化系 
（BCCP-Z-BCCP） 
〇 or ◎ △ ◎ ○ 
一段階のビオチン化系 
（Z1-BCCP） 
〇 ○ ◎ ○ 
◎：優れている 〇：良好である △：あまり良くない ―：未評価 
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